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PROLOGUE 


par Robert FASQUELLE. 


(Faculté de Médecine) 


Depuis son apparition sur la terre, l’homme est en butte aux 
infections, comme les animaux. Mais lui, il se demande : « Pour- 
quoi? ». 

Pendant longtemps, aucune réponse ne fut donnée a la ques- 
tion : les maladies exogénes n’étaient pas distinguées des maladies 
endogénes. On ne parlait que de tempéraments : tempéraments 
bilieux, sanguin, lymphatique, nerveux, tempérament fiévreux 
enfin, ce dernier englobant ce qui devait plus tard appartenir a 
la pathologie infectieuse. 

Puis vinrent Louis Pasteur et Robert Koch : ce fut le temps des 
microbes. On voulut tout expliquer par ces « petits étres ». Le 
terrain sombrait dans l’oubli. 

Il en fut rapidement tiré, Pasteur Vallery-Radot ne nous a-t-il 
pas, en effet, montré comment Pasteur lui-méme, au moment ot il 
établissait la théorie des germes, insistait déja sur le réle capital 
du terrain dans le déclenchement des maladies des vers a sole 
comme dans l’apparition du « typhus des camps » [4]? 

Ainsi en arrivait-on peu a peu a la conception que la maladie 
infectieuse est la manifestation de la lutte entre un organisme et 
une souche de germes qui essaie de l’envahir. 

Quatre éventualités théoriques pouvaient donc étre décrites : 
organisme en pleine force, germes non-virulents ; organisme en 
pleine force, germes virulents ; organisme déficient, germes viru- 
lents ; organisme déficient, germes non virulents. 

La premiére est sans intérét : c’est le cas de la petite plaie acci- 
dentelle du tégument, a l’occasion de laquelle pénétrent dans le 
tissu conjonctif quelques germes saprophytes de l’air, du sol ou 
des eaux. L’organisme réagit par une discréte inflammation ; les 
phagocytes bloquent les germes et les résorbent. II s’agit d’un des 
aléas de la vie courante, dont la manifestation reste souvent au- 
dessous des perceptions cliniques. 

De la seconde éventualité (un organisme en pleine force, des 
germes virulents), l’exemple classique était celui du chirurgien, 
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qui, se blessant au cours d’une intervention septique, faisait dans 
les heures suivantes, une septicémie foudroyante. 


La troisieéme (un organisme déficient, des germes virulents) 
était la plus fréquente et la plus redoutable. Ainsi les fiévres puer- 
pérales contagieuses des jeunes accouchées. Ia fatigue de la 
grossesse et de l’accouchement rendait compte de la déficience du 
terrain. Le défaut d’asepsie, la promiscuité de la salle commune 
expliquaient la transmission de femme a femme d’un streptocoque 
dont la vitesse de multiplication augmentait au fur et 4 mesure 
des passages. 


Quant a la quatriéme éventualité (un organisme déficient, infecté 
par des germes non virulents), elle ne se rencontrait pas; a 
chaque fois en effet des germes virulents prenaient le pas sur les 
germes non virulents, qui, ainsi, n’avaient pas l’occasion de se 
manifester. 


Depuis que les antibiotiques existent, la situation a été totale- 
ment modifiée, sauf pour la premiére éventualité, toujours sans 
intérét. En effet, les deuxiéme et troisiéme, elles, ont presque 
complétement disparu. Car les antibiotiques, par leur action bac- 
tériostatique (ou mieux encore par leur action bactéricide) effa- 
cent la virulence des germes ; ils les mettent en phase de latence ; 
et comme les germes virulents au départ sont des germes évolués, 
spécialisés, incapables, en raison méme de cette spécialisation, 
de s’adapter a une chaine métabolique autre que celle que bloque 
l’antibiotique, ils sont définitivement vaincus, victimes désormais 
de la phagocytose et de la bactériopexie des cellules du tissu réti- 
culo-endothélial. Ainsi ont été chassées de la scéne clinique les 
infections graves 4 germes virulents. 


C’est évidemment la quatriéme éventualité qui se trouve placée 
au premier plan, celle ou sur un organisme déficient entrent en 
action des germes non virulents. Elle est aujourd’hui observée a 
tout instant : dans les services de traumatologie, de réanimation, 
de chirurgie cardiaque, chez les bralés, les intoxiqués, les diabé- 
tiques, en gériatrie comme en pédiatrie, dans les services de pré- 
maturés. 


Et les cliniciens de se tourner vers les microbiologistes et de 
leur adresser deux reproches : 1° Pourquoi ne mettez-vous pas a 
notre disposition des antibiotiques actifs sur les germes non ou 
peu virulents ? 2° Pourquoi, quand un de ces germes non ou peu 
virulent est isolé, si nous nous adressons & deux microbiologistes 
différents pour lidentifier, chacun d’eux lui attribue-t-il un nom 
différent [2] ? 


Le premier point est certes le plus important. Parler de terrain 
esquisse ou esquive la réponse. Il appartiendrait a la physiologie 
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comparée des germes et des organismes de lui donner une signi- 
fication biochimique. 

Quant a la seconde question, assez vexante pour les microbio- 
logistes, c’est a elle qu’est consacré le Colloque d’aujourd’hui, au 
moins en ce qui concerne les Pseudomonas, les Achromobacter et 
les « bactéries analogues ». Simple probléme de taxonomie (ou, 
plus correctement, de taxinomie, si nous en croyons les D™ Littré 
et Brisou [8]), objecteront certains. Mais n’est-il pas important 
d’essayer de se mettre d’accord pour appeler du méme nom un 
méme germe ? Y réussirons-nous aujourd’hui ? J’en doute quelque 
peu. Il appartiendrait alors 4 la Société Francaise de Microbio- 
logie de prendre une mesure énergique : nommer une Commission 
chargée de lui proposer une décision a ce sujet... 

Il me reste, mesdames et messieurs, une bien agréable mis- 
sion a remplir, celle de remercier nos collégues de Lille, de Tou- 
louse, de Lyon, de Poitiers et de Paris d’avoir bien voulu répondre 
a notre appel pour ce Colloque, et de leur donner la parole. 
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PROBLEMES ACTUELS DE L’IDENTIFICATION 
DES PSEUDOMONAS, DES ACHROMOBACTER 
ET DES BACTERIES ANALOGUES 


par L. ENJALBERT. 
(Faculté de Médecine, Toulouse) 


Les médecins occupés par la pathologie et la bactériologie de 
homme sont depuis longtemps habitués a y englober les mala- 
dies infectieuses et les germes venus des animaux, ces vecteurs 
constamment incriminés. 


Mais notre bactériologie médicale craint son ignorance en face 
des difficultés de la phytobactériologie, de la microbiologie du 
sol, de la bactériologie des fonds marins ou des pétroles. Dans 
ce domaine trés scientifique, elle ne cherche pas a s’aventurer 
et demande quelquefois ses solutions médicales 4 des chercheurs 
préoccupés d’autres problémes que celui du diagnostic clinique. 
A la lumiére des recherches qui lui sont étrangéres, nos pro- 
blemes de bactériologie médicale apparaissent parfois comme 
ces rangements nouveaux d’objets anciens éclairés sous un angle 
inattendu. 


Les rapports que nous allons entendre sur les Pseudomonas, 
Achromobacter et ces malheureuses bactéries anonymes et « ana- 
logues » sont des travaux importants pour la médecine humaine, 
et je souhaite qu’en conclusion nous puissions ensemble, pro- 
poser pour des problémes réels des solutions pratiques. 

Comme bactériologiste, ces germes m’intéressent chaque fois 
que je les rencontre, par leur ubiquité, leur variété et les diffi- 
cultés de leur identification, malgré la base de travail solide 
quest la classification de Prévot. En tant que médecin, cette 
rencontre devient fréquente, et chaque fois les problémes cliniques 
sont si divers que leur intérét augmente encore. 


Ces germes sont dangereux pour homme. Notre but est de 
savoir dans quelles conditions le danger existe. Seuls des travaux 
bactériologiques précis peuvent nous y conduire. 


Nous savons que ces bactéries sont capables d’infecter l’homme 
depuis Gessard, mais Charrin aprés avoir étudié le bacille pyo- 
cyamique pendant huit ans lui reconnait un grand intérét scien- 


lifique, mais déclare que sa place en pathologie humaine est 
insignifiante. 
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En 1949, Turpin {28], en France, rapporte un cas d’une affec- 
tion exceptionnelle, la septicémie a bacille pyocyanique de 
Gessard. 

En mai 1950, Debré [41], en publie 12 observations nouvelles. 

Le départ est donné a une suite d’observations qui se succé- 
dent : & Bordeaux en 1955, par Verget et Bentegeat [29], a 
Strasbourg en 1957 par Liitz {48], aux U.S. A. [49], en Italie |26] 
et & Toulouse en 1960 [24]. 

En 1950, Martin et Sureau [20] surprennent par la publication 
de deux méningites inconnues, a M. lwoffi. Mais en 1958, Brisou 
aprés avoir étudié les « Chromobactérioses » peut commencer 
4 faire la synthése des « Achromobactérioses » humaines. 

Nous avons eu l’opportunité d’étudier, avec Kambou [47, 44], 
une série de méningites aigués, d’inoculation certaine, 4 Acine- 
tobacter lwoffi. 

Buttiaux et Vandepitte {9] décrivent des méningites épidémiques 
du nouveau-né, dues a Flavobacterium meningosepticum, germe 
retrouvé par Miss King aux U.S. A. dans les mémes conditions 
cliniques. 

Mollaret et Chamfeuil [24] observent en 1958 avec un intérét 
inquiet 15 souches du vieux bacille prodigiosus (Serratia marces- 
cens) isolé chez Vhomme, et pathogéne pour l’animal de labo- 
ratoire. 

Tout travail de bactériologie humaine ou épidémiologique cite 
désormais les Pseudomonas et Achromobacter. 

Ils sont présents dans la flore normale des muqueuses chez 
Vhomme (Dubos) et sur la conjonctive de 15 p. 100 des sujets 
sains [22]. Ils sont rencontrés dans les lacs sahariens [5], dans les 
eaux marines, dans les estuaires de fleuves francais [6], chez 
les poissons d’eau douce, les grenouilles, les animaux marins [7], 
dans le sol de I’Institut de Physiologie Végétale de Varsovie [4]. 

Il suffit de les chercher pour les rencontrer autour des malades 
dans les bouilloires, les pansements humides, les liquides conser- 
vateurs, les biberons, les appareils a aérosols, les filtres du 
rein artificiel, les ampoules et flacons ouverts un matin conservés 
avec précaution & + 4° pour emploi ultérieur. Buttiaux les 
retrouve dans les brise-jet d’une canalisation d’eau, nous les 
isolons d’un manométre de Claude, des canalisations d’eau dans 
les blocs opératoires. 

L’étude des contréles de stérilité au Centre de Transfusion de 
l’ Armée [8] et au Laboratoire National de la Santé publique [42] 
révéle que la flore aérobie des souillures rencontrées a changé 
depuis quelques années. Elle n’est plus faite seulement de germes 
Gram +, mais souvent de bactéries Gram —, qui sont des 
Pseudomonas, Achromobacter. 
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Les auteurs canadiens les retrouvent dans l’air au-dessus de 
Océan Atlantique, et pensent que la France tout entiére ne 
peut qu’étre ennuyée, bactériologiquement, par la flore de ses 
vents dominants. 

L’homme est un excellent milieu de culture pour Pseudomonas 
et Achromobacter. Berk et Nelson [2], étudiant récemment les 
mécanismes de l’immunité cellulaire, ont utilisé Ps. aeruginosa. 
Dans l'appareil de Warburg, la consommation d’oxygéne de la 
bactérie augmente de 4 a 500 fois en présence de cellules ou 
d’extrait cellulaire de mammifére. Traité auparavant par. des 
antiseptiques et trés amoindri, le germe semble « ressusciter », 
disent les auteurs, au contact des cellules de mammiféres. 

Pour ces germes ubiquitaires, nous savons que l’homme est 
un milieu favorable, mais peu accessible en raison de ses défenses 
efficaces. 

Depuis peu nous devons compter avec un facteur nouveau 
Vhomme transformé bactériologiquement parlant, par les pro- 
erés de l’hygiéne et de la thérapeutique. 

L’hygiéne rigoureuse raréfie les germes autour de l’étre humain 
dans les pouponniéres de prématurés ou de nourrissons, dans 
les services ot se traitent les grands bralés par exemple. La 
thérapeutique antibiotique balaie la flore normale des muqueuses 
en méme temps qu’elle détruit les vrais pathogénes contre les- 
quels elle est dirigée. Mais elle laisse souvent persister des 
Pseudomonas et Achromobacter particuliérement peu sensibles 
ou facilement résistants. 

De toute maniére, Phomme pose alors des problémes bacté- 
riologiques qui ne sont pas sans rappeler ceux rencontrés dans 
les élevages d’animaux stériles. 

L’actualité, c’est cette pathologie qui s’amplifie depuis dix ans 
devant nous et par nous. 

Le clinicien et le bactériologiste doivent devenir capables de 
la reconnaitre vite et strement. 


L’infection médicale spontanée est classique pour Achromobac- 
ter alcaligenes sous ses formes pseudo-typhoidiques, pseudo-rhu- 
matisme articulaire aigu [8, 15]. Les septicémies a Pseudomonas, 
les méningites suppurées a Acinetobacter sont classiques aussi. 
Les suppurations chirurgicales et ORL a « pus bleu » sont le 
point de départ de toute cette bactériologie. La pathologie de 
pullulation chez les humains traités par les antibiotiques préoc- 
cupe tous les cliniciens : maladie d’Osler a streptocoques et 
traitée correctement par pénicilline + streptomycine, que termine 
tragiquement une septicémie a pyocyanique ; pneumopathies, 
suppurations, syndromes cholériformes chez les convalescents de 
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neurotoxicoses diverses dans les services de nourrissons ; infec- 
tion pulmonaire des trachéotomisés dans les Centres de Réani- 
mation, etc. 


Redoutable aussi la pathologie d’inoculation est certaine, 
variée, souvent grave : méningite aigué aprés ponction lombaire 
ou intervention chirurgicale [4, 44]; septicémie compliquant une 
endoscopie rénale {(27] ou aggravant l’ablation et la marsupia- 
lisation d’un kyste hydatique [24]. 


Les infections humaines A Pseudomonas et Achromobacter 
demandent au bactériologiste quelque rigueur : 


Il doit multiplier les prélévements et les examens. Avant 
d’accorder 4 un germe une valeur quelconque, il faut l’avoir 
retrouvé plusieurs fois identique a lui-méme. 


Il doit apprécier la quantité, méme approchée, des germes 
dans les prélévements : 

Chez Vhomme, une colonie d’Acinetobacter dans une culture 
de gorge n’a aucune signification, alors qu’elle prend une valeur 
considérable dans une culture de L.C. R. 


Un prématuré supporte quelques Pseudomonas dans son tube 
digestif, mais leur présence abondante évoque un danger réel. 


Il doit enfin s’assurer que le nombre des germes rencontrés 
n’est pas un artefact. Tout matériel est 4 ensemencer le plus tét 
possible aprés le prélévement comme lorsqu’il s’agit de cultiver 
des germes fragiles. Ici, ce n’est pas la fragilité qui est a craindre, 
mais la pullulation trompeuse et facile dans le prélévement lui- 
méme. 


‘Lorsqu’il fait appel au bactériologiste, le médecin, en face de 
syndromes cliniques peu évidents, demande : 


1° s’il existe chez son malade des germes dangereux ; 
2° comment les détruire ; 
3° et — par courtoisie — comment ils se nomment. 


L’expérience aidant, ces bactéries sont partiellement reconnues 
a leur morphologie, a leurs colonies, a leur galerie « muette », ou 
leur pigment. Les directives de l’antibiogramme peuvent, fort 
heureusement pour le malade, précéder J identification totale. 
Mais, s’il respecte les régles théoriques, le bactériologiste s’obli- 
gera parfois 4 quinze a vingt jours d’une observation minutieuse 
devant un Acinetobacter ou un Achromobacter, pour lV identifier. 


Ce domaine trés scientifique de la bactériologie devrait s’adap- 
ter davantage 4 son réle médical. Que de bactéries 4 réexaminer 
d’un ceil critique sont inscrites dans les manuels de bactériologie 
et circulent dans les collections internationales utilisées par tous ! 
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Hemophilus parapertussis n’a rien d’un Hemophilus. Il pro- 
voque chez l’enfant une trachéite et pourrait aussi bien étre un 
de ces Acinetobacter uréase + comme nous les avons rencontrés 
en pathologie bronchique ou surinfection cutanée. Hemophilus 
bronchoseplicus, devenu Brucella bronchoseptica, incapable de 
donner la moindre fiévre de Malte, a une morphologie et une 
galerie d’Achromobacter mobile, uréase +, hémagglutinant. 

En face des Pseudomonadeae, des Achromobactereae, des Chro- 
mobactereae, nous ne pouvons plus étre lents ou incertains, 
puisque nous savons qu’ils sont quelquefois dangereux. I] faut 
une réponse plus rapide, des techniques plus standardisées de 
reconnaissance bactériologique efficace. Seules des réunions 
comme celles d’aujourd’hui pourront nous mener a ce but. 
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PSEUDOMONAS PIGMENTES 
par Michel VERON. 


(Institut Pasteur) 


Les Pseudomonas sont parmi les germes les plus souvent 
rencontrés dans un laboratoire de bactériologie : outre leur réle 
considérable en biologie et pathologie végétales et marines, réle 
qui ne sera pas étudié ici, leur fréquence dans les produits biolo- 
giques, les denrées alimentaires et les eaux, la possibilité pour 
une ou deux espéces au moins d’étre pathogénes pour l’homme 
et les animaux a sang chaud, et leur grande résistance aux anti- 
biotiques, rendent indispensable leur étude appronfondie. 


L’espéce type du genre, Pseudomonas aeruginosa, est l’espéce 
la plus commune rencontrée dans les laboratoires 4 orientation 
médicale ; une autre espéce, Ps. fluorescens, est également trés 
fréquente. Nous nous limiterons au moins pour le moment, a 
la description de ces deux espéces, dont les caractéres ont été 
trés étudiés et qui servent de base a la définition du genre Pseu- 
domonas. Ces deux espéces ont en commun d’élaborer dans le 
milieu de culture des pigments hydrosolubles particuliers qui 
ont servi depuis longtemps 4 les reconnaitre. D’autre part, leurs 
propriétés constituent une référence solide pour la classification 


des bactéries voisines qui seront étudiées dans les rapports 
suivants. 


TECHNIQUE D’ETUDE DES Pseudomonas 


Le diagnostic de ces deux espéces de Pseudomonas repose sur 
un ensemble de caractéres dont certains sont essentiels a con- 
naitre. Mais ces bactéries demandent des techniques d’étude qui 
parfois sont assez différentes des méthodes courantes, utilisées 


par exemple pour les Entérobactéries, et dont nous passerons en 
revue les principales. 


MorPHOLOGIE. 


L’étude de la morphologie constitue la base de toute classifi- 


cation valable, dans la mesure ow elle reste constante au cours de 
la vie du microbe. 
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Les Pseudomonas sont des bacilles en fins batonnets, d’environ 
0,5 uw de diamétre, en général rectilignes, quoique les formes légé- 
rement incurvées ne soient pas rares dans les cultures. Les extré- 
mités sont finement arrondies, parfois un peu effilées. La lon- 
gueur des bactéries est trés variable, entre 1 4 3 en général ; des 
formes filamenteuses se voient dans les vieilles cultures. 

Ce sont des bactéries trés mobiles lorsqu’on les examine entre 
lame et lamelle. Il faut signaler toutefois que dans les produits 
pathologiques et dans certaines cultures Agées, la mobilité de ces 
bactéries peut étre génée par une substance visqueuse, fréquente 
surtout chez Ps. fluorescens {60, 38}, et qu’on reconnait facilement 
aux trainées qu’elle fait dans la préparation. Dans ce cas, pour 
mettre en évidence la mobilité des bactéries, on peut tout simple- 
ment faire une suspension épaisse du matériel muqueux dans un 
peu d’eau distillée stérile, centrifuger a vitesse modérée, puis 
laisser au repos ; aprés quelques instants, on examine entre lame 
et lamelle le liquide surnageant qui contient les bactéries les 
moins muqueuses et les plus mobiles. 

La mobilité en culture doit étre recherchée en ensemencant 
par piqdre centrale un tube de gélose molle (bouillon nutritif 
gélosé a 0,38 ou 0,4 p. 100); la mobilité ne pouvant sans doute 
apparaitre qu’en présence d’oxygéne [63], il est done indispen- 
sable de ne pas capuchonner les tubes. Incuber 4 20 ou 
30° C pendant six 4 dix-huit heures. Certaines souches étant trés 
avides d’oxygéne, les bactéries inoculées le long de la piquire 
d’ensemencement ne cultiveront pas, ou bien la culture ne diffu- 
sera pas, et la souche sera a tort considérée comme immobile ; 
cette mauvaise interprétation doit étre connue, et l’on s’attachera 
a reconnaitre la mobilité de ces souches soit sous forme d’une 
culture en disque située 4 1 ou 2 mm sous la surface — disque 
plan ou en déme évoquant un « parapluie »— soit sous forme 
d’un léger trouble du milieu diffusant a partir d’une culture 
située exclusivement, au début, a la surface du milieu. Dans tous 
les cas difficiles, un examen entre lame et lamelle est indispen- 
sable. 'L’absence de culture dans la profondeur de la gélose 
molle, signalée également par Leifson [48], est peut-étre a Vori- 
gine de la description de souches ciliées et immobiles (Moore et 
Pickett, [55]). 

Si une souche parait immobile a l’isolement, et qu’on la sup- 
pose mobile, on pourra exalter cette mobilité en inoculant la 
souche au centre d’une gélose molle 4 0,3 p. 100 coulée en boite 
de Petri. Aprés seize heures de culture 4 30° C, on examine 
entre lame et lamelle la zone périphérique de la culture. 

La mobilité de la bactérie est un caractére essentiel des Pseu- 
domonas. Elle est en rapport avec une ciliature exclusivement 
polaire. 
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La coloration des cils est désormais entrée dans la pratique 
courante du laboratoire grace a des techniques facilement utili- 
sables. Plutot qu’aux techniques plus anciennes et délicates de 
Casarés-Gill [44] et de Levenson [49], nos préférences vont aux 
techniques récentes décrites par Leifson [46] et par Rhodes [60]. 
La technique de Leifson, exécutée selon la méthode de Pié- 
chaud [58], c’est-A-dire en remplagant la solution de sels de 
rosaniline 4 1,2 p. 100 par une solution alcoolique saturée de 
fuchsine basique, nous donne toute satisfaction. Les souches 
muqueuses peuvent étre traitées par centrifugation (Cf. ci-dessus) 
pour mieux mettre en évidence leur ciliature. 

Toutes nos souches de Pseudomonas, examinées dans des cul- 
tures de six a dix-huit heures 4 30° C, ont une ciliature polaire. 
Ps. aeruginosa est le plus souvent monotriche ; parfois, il pré- 
sente un cil polaire qui se sépare en deux a une certaine distance 
de la cellule, cette image pouvant d’ailleurs n’étre qu’un 
artéfact dai a la technique de coloration. Par contre, Ps. fluo- 
rescens peut avoir un ou plusieurs cils polaires. Ces aspects sont 
en accord avec les images obtenues par coloration et par examens 
au microscope électronique par Rhodes [60], Buttiaux et Gagnon [7] 
et Klinge [88]. Les bactéries présentant une ciliature polaire a 
leurs deux extrémités sont des formes de prédivision, ot l’on voit 
souvent lamorce d’un étranglement sur le corps bacillaire : ceci 
a d’ailleurs été confirmé par les travaux de Jacherts [83] montrant 
que les flagelles n’apparaissaient que chez la cellule fille. 

Selon la terminologie de Leifson [48], les cils de ces bactéries 
sont «normaux », c’est-a-dire qu’ils dessinent une courbe sinu- 
soidale dont amplitude est égale (ou souvent inférieure) a la 
demi-longueur d’onde. Les variations de la ciliature au cours de 
la vie des microbes n’ont jamais été signalées chez les Pseudo- 
monas ; leur existence chez d’autres bactéries est envisagée dans 
un autre rapport (Thibault [78)). 

Aprés coloration, Ps. aeruginosa et Ps. fluorescens apparaissent 
comme des bactéries Gram-négatives, souvent plus intensément 
colorées aux deux poles ; des formes granuleuses ou « barrées » 
sont assez fréquentes chez Ps. aeruginosa dans les produits patho- 
logiques. Des formes en filaments ou en rubans se voient dans les 
vieilles cultures. Il n’y a jamais de spores. 

Les souches muqueuses a l’isolement de Ps. aeruginosa peuvent 
présenter de petites capsules, bien visibles entre lame et lamelle 
en présence d’encre de Chine. En général, seulement 1 a5 p. 100 
des bactéries sont capsulées, et il est curieux de constater parfois 
qu’un seul bacille soit capsulé dans une chainette de 3 a 5 cellules. 
La participation d’une faible proportion de cellules dans une 
colonie de Ps. fluorescens aA Vélaboration d’une substance 
muqueuse a été signalée également dans plusieurs travaux 
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(Mrskov [56], Rhodes [64]). I] faut noter toutefois que, sauf arti- 
fices spéciaux, le caractére muqueux, tant des colonies que des 
cellules bactériennes, se perd trés vite dans les subcultures, alors 
que la substance visqueuse interstitielle peut subsister. 


Selon les conditions et les miliewx de culture, les colonies des 
différentes espéces de Pseudomonas subissent des variations mor- 
phologiques importantes pour une méme souche, et la description 
de ces colonies, malgré l’essai de systématisation fait par 
Gaby [24], ne peut donc servir a des fins taxinomiques. 


TEMPERATURE DE CULTURE. 


La culture des Pseudomonas pose un probleme préalable 
important qui est celui de la température d’incubation. Les cutures 
de Ps. aeruginosa se font classiquement a 37° C, tandis qu’a cette 
température Ps. fluorescens ne cultive généralement pas, la tem- 
pérature optimum de cette espéce se situant généralement entre 
nO retour. 

Dans des limites assez larges, la température d’incubation 
semble n’influencer que peu l’allure de la courbe et le rendement 
de la croissance ; par contre, elle peut avoir une influence notable 
sur la synthése, la diffusion dans le milieu, ou lactivité des 
enzymes bactériennes. Ce fait, bien connu chez les Entérobactéries, 
vient d’étre souligné par Alford [4] chez les bactéries des genres 
Pseudomonas et Achromobacter. Pour des raisons de commodité, 
nous avons adopté, pour l’étude de tous les Pseudomonas, la 
température de 30° C, température qui convient aussi bien aux 
souches de Ps. aeruginosa isolées de l’homme qu’a la plupart 
des souches de Ps. fluorescens venant du milieu extérieur. Seules, 
quelques souches psychrophiles devront étre isolées a 20° C, mais 
elles pourront ensuite, le plus souvent, étre étudiées a 30° C. 
Il nous semble, en effet, préférable de baser une taxinomie sur 
une étude faite dans des conditions standardisées, plutdt que 
d’étudier chaque souche a une température égale a celle de son 
environnement d’origine, ce qui peut entrainer des interprétations 
trés fantaisistes. 

Une autre température doit étre essayée systématiquement pour 
la culture des Pseudomonas, celle de 41 + 1° C, ou 42°C si la 
précision du thermostat est meilleure ; cette température, étudiée 
d’abord par Seleen et Stark [66], a été proposée ensuite par 
Haynes [80] pour différencier Ps. aeruginosa, qui cultive a 42° C, 
et Ps. fluorescens, qui ne cultive pas a cette température. II s’agit 
d’une épreuve fondamentale, qui permet de diviser nettement les 
Pseudomonas en deux groupes; nous n’avons trouvé aucune 
souche de Ps. aeruginosa qui ne cultivat pas a cette température 
de 42° C. 
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Cette épreuve doit étre réalisée de préférence sur une gélose 
inclinée ensemencée en strie, la totalité de la culture étant 
immergée dans un bain-marie a réglage précis. En cas de culture 
positive, on peut ainsi controler si la culture s’est réalisée & partir 
de l’ensemble de la population microbienne ou seulement a partir 
de quelques variants thermo-résistants qui donnent alors des 
colonies isolées dans le tube. Avec Ps. aeruginosa, on obtient 
une culture abondante sur toute la strie d’ensemencement. 


PIGMENTATION. 


Ps. aeruginosa produit habituellement en culture une pigmen- 
tation trés spéciale diffusant dans le milieu, due essentiellement 
a deux pigments hydrosolubles se distinguant par certaines de 
leurs propriétés. 

Le premier pigment, la pyocyanine, est bleu, soluble dans l'eau 
et le chloroforme. C’est un dérivé de la phénazine (Wrede [84)). 
En solution aqueuse, la pyocyanine est un indicateur de pH (bleu 
en milieu alcalin, rouge en milieu acide), et un indicateur d’oxydo- 
réduction (se décolorant au-dessous de — 0,05 volts). Sa produc- 
tion en culture est inhibée, notamment, par les ions phosphate et 
surtout Nat. 

Le deuxiéme pigment est vert fluorescent, soluble dans l’eau, 
mais pas dans le chloroforme. ‘La nature chimique de ce pigment, 
que Turfreijer (cité par Elhott [47]) proposa de nommer pyover- 
dine est mal connue : c’est aussi un corps azoté (Turfitt [75]), mais 
il semble se dénaturer lors des essais d’extraction, et ses spectres 
d’absorption et d’émission en lumiére ultraviolette se modifient 
en fonction du pH (Elhott [17}). C’est aussi un indicateur de pH 
et d’oxydoréduction. Les solutions acides de pyoverdine sont 
incolores et non fluorescentes, mais redeviennent jaune-brun et 
fluorescentes sous l’action des alcalis. D’autre part, la pyoverdine 
ne prend naissance dans les cultures que si le potentiel d’oxydo- 
réduction est supérieur a — 0,30 volts (Elliott [47]), et si le milieu 
ne contient pas de fer (Paton [57]). 

Ces deux pigments peuvent étre oxydés respectivement en 
pigments jaunatres (pyoxanthose) ou brun-rouge (pyorubine), dont 
la coloration change également en fonction du pH, de la méme 
maniére que les pigments dont ils dérivent. 


On rencontre plus rarement deux variétés de Ps. aeruginosa, 
mélanogéne et érythrogéne, caractérisées respectivement par une 
pigmentation brun noiratre et rougeatre de la culture. Ces colo- 
rations sont insensibles aux variations de pH (Simon {67}), contrai- 
rement aux pigments précédents. 

Gessard fut le premier a étudier la pigmentation de Ps. aerugi- 
nosa en culture. Cette pigmentation étant trés variable en qualité 
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et quantité selon les souches, il proposa d’utiliser trois milieux 
d’épreuves (macération de viande, eau peptonée et gélose-glycérol- 
peptone pancréatique) pour différencier les variétés pigmentaires 
du bacille pyocyanique ; toutes les souches doivent donner, au 
moins sur le troisiéme milieu d’épreuve, de la pyocyanine, mise 
en évidence au besoin grace a sa solubilité dans le chloroforme 
(Cf., par exemple, Gessard [25]). L’intérét des milieux d’épreuve 
de Gessard fut encore confirmé récemment par le travail de 
Simon {67}. 

C’est dans la méme ligne de recherches que King, Ward et 
Raney [85] proposérent deux milieux empiriques, destinés a favo- 
riser |’élaboration dans les cultures de la pyocyanine (milieu A) 
et du pigment fluorescent (milieu B). La formule de ces milieux 
est la suivante : 

Milieu A (pyocyanine) : Bactopeptone (Difco), 2 g ; Bacto-agar, 
1,5 g; glycérol, 1 g; K,SO, (anhydre), 1 g; MgCl, (anhydre), 
0,14 g; eau, q. s. p. 100 ml. Ajuster (avec KOH) a pH 7,2 et 
filtrer sur papier. 


Milieu B (pyoverdine) : Protéose peptone n° 3 (Difco), 2 g; 
Bacto-agar, 1,5 g; glycérol, 1 g; K,HPO, (anhydre), 0,15 ¢; 
MgsoO,, 7 H,O, 0,15 g; eau, q. s. p. 100 ml. Ajuster (avec KOH) 
a pH 7,2 et filtrer sur papier. Pour ces deux milieux, il est capital 
dutiliser une gélose soigneusement lavée. 


Ces deux milieux sont répartis par 5 ml, stérilisés a l’autoclave 
(vingt minutes 4 115° C) et laissés a se solidifier comme une gélose 
inclinée. Ils sont ensemencés en surface par strie centrale avec 
une anse de culture en bouillon. Les tubes, fermés seulement au 
coton, sont placés ensuite vingt-quatre heures a 30° C, puis a la 
température ambiante. La pigmentation apparait en vingt-quatre- 
quarante-huit heures : le milieu A devient bleu plus ou moins 
foncé, la pigmentation pouvant tirer sur le violet ou le marron ; 
le milieu B devient vert clair avec une fluorescence trés nette 
qu’on doit rechercher en lumiére de Wood, en comparant avec 
le méme milieu non ensemencé. Les tubes doivent étre conservés 
au moins dix jours avant que l’on puisse considérer le résultat 
comme négatif. 

D’autres milieux ont été proposés, capables d’accroitre la pro- 
duction de pyocyanine, parmi lesquels nous avons retenu le milieu 
de Sabouraud-maltose-gélose proposé par Martineau et Forget [54] 
et la classique pomme de terre glycérinée. Celle-ci se prépare en 
laissant tremper pendant la nuit des demi-cylindres de pommes 
de terre dans de l’eau glycérinée a 4 p. 100; puis les fragments 
sont introduits dans des tubes a étranglement contenant dans leur 
partie basse de l’eau glycérinée a 4 p. 100. Le milieu est autoclavé 
trente minutes 4 115° C. Sur la pomme de terre glycérinée, ense- 
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mencée en strie A partir d’une gélose, la culture de Ps. aerugi- 
nosa forme un enduit épais, lisse, jaundtre ou rosé en vingt- 
quatre heures, puis devenant marron plus ou moins foncé par la 
suite ; la pomme de terre elle-méme se colore et devient verdatre 
ou rougeatre plus ou moins foncé ; dans le liquide glycériné, la 
culture produit quelquefois une pigmentation brunatre, mais le 
plus souvent, c’est une coloration bleu-vert qui apparait, surtout 
en surface. Aprés agitation vigoureuse, l’eau glycérinée se pig- 
mente souvent en vert intense et la pyocyanine est alors facilement 
mise en évidence avec du chloroforme. 


Ps. fluorescens, par contre, ne produit en culture que le seul 
pigment fluorescent, qui a exactement les mémes propriétés que 
celui élaboré par Ps. aeruginosa. Le milieu A de King reste rigou- 
reusement non pigmenté, tandis que le milieu B présente la colo- 
ration verte fluorescente caractéristique, qu’on devra rechercher 
aussi en lumiére de Wood dans le cas de pigmentation peu intense. 
Sur la pomme de terre glycérinée, la culture se pigmente aussi 
en jaune-marron, mais le pigment ne diffuse pas en dehors de la 
culture, et ce n’est que trés rarement que l’eau glycérinée prend 
une teinte verte fluorescente. 


Nous utilisons couramment, pour les examens de routine, les 
milieux A et B de King pour toutes les souches susceptibles d’étre 
des Pseudomonas. Dans certains cas, particuliérement lorsque la 
pigmentation tarde a venir sur le milieu A, nous _ utilisons 
aussi la pomme de terre glycérinée. Les résultats obtenus avec 
128 souches sont donnés dans le tableau I. 


Il est frappant de constater que, sur 76 Ps. aeruginosa isolés 
récemment, seulement 4 souches ne donnaient pas de pyocyanine 
sur le milieu A de King. Sur ces 4 souches, lune donnait de la 
pyocyanine dans l’eau glycérinée du milieu pomme de terre ; une 
deuxieéme ne donnait de pigment sur aucun milieu, mais présen- 
tait tous les autres caractéres du bacille pyocyanique et appar- 
tenait au sérotype 0:2; les 2 autres souches, apyocyanogénes sur 
tous les milieux, élaboraient un pigment vert fluorescent intense 
sur milieu B de King et appartenaient au sérotype 0:11. Enfin 
2 souches (sérotypes 0:6 et 0:11) donnaient de la pyocyanine sur 
milieu A de King, mais pas sur pomme de terre glycérinée. 


Les 19 souches de Ps. fluorescens étudiées étaient toutes pig- 
mentées sur milieu B de King, alors qu’une seule donnait des 
9 ’ PT OSA sae 
traces de pyoverdine dans lVeau glycérinée du milieu pomme de 
terre. Aucune ne pigmentait sur le milieu A de King. 


Sur les 33 souches de collection de Ps. aeruginosa recues de 
différents laboratoires comme sérotypes de référence, 5 ne don- 
naient pas de pyocyanine ; parmi ces souches, l’une est totale- 
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ment apigmentée, mais les 4 autres sont fortement fluorescentes 


sur le milieu B de King; ces souches appartiennent aux séro- 
types” 0:7, 0:9 et 0:1). 


Ces résultats confirment la valeur des milieux proposés par 
King et coll. [35]. Il reste cependant un nombre non négligeable 


Tasteau I. — Pigmentation de 109 souches de Ps. aeruginosa 
et de 19 souches de Ps. fluorescens. 
Minizgu A MILIEU B POMME DE TERRE 
| DE Kinc* | DE KiIncG* GLYCERINEE 
Vy v0 » Vy 
SoucuEs Nbre DE| Ve | oe |? 4 vr eee ot 
SOUCHES) oH | 39 | os | og oe 3H 
gm | 28] 92 | ok a a 
FEES RE SS 8 £o 
oa ol ee a aes Pe, 
A, & A, a Ay 
Ps. aeruginosa 49 49 49 --- NE** NE** 
(isolements réc.).| 27 23 4 6 I 22 5 
Ps. fluorescens 
(isolements réc.) 19 — 19 19 — = Tons 
Ps. aeruginosa 
(sérotypes de col.) 33 28 5 32 I 20 7 
* Milieux A et B décrits par King, Ward et Raney (1954). 
** NE: non éprouvé. 
*** Une seule souche (60 BA) a donné en 3 jours trés peu de pyoverdine dans l’eau glycérinée. 


de souches non pigmentées, tant chez Ps. aeruginosa que chez 
Ps. fluorescens, car de nombreuses souches apigmentées, classées 
comme Pseudomonas, sans autre spécification, sont vraisembla- 
blement trés proches ou identiques a Ps. fluorescens. Ce pro- 
bléme est envisagé dans le rapport suivant (Buttiaux [8]). 


M®TABOLISME RESPIRATOIRE. 


Les Pseudomonas sont des bactéries aérobies strictes, mais ce 
caractére, pourtant l’un des plus anciennement étudiés en bacté- 
riologie, ne semble pas étre interprété avec une égale significa- 
tion par les bactériologistes tant frangais qu’étrangers. Aussi 
décrirons-nous briévement la technique que nous avons suivie, 
et qui est celle habituellement utilisée a I’Institut Pasteur. 

Les milieux utilisés, appelés d’un terme général « géloses pro- 
fondes », sont au nombre de trois : gélose profonde de Veillon, 
gélose-gélatine de Legroux et gélose VF de Prévot; leurs modes 
de préparation figurent dans le traité de Dumas [45]. 


Les deux premiers milieux contiennent, dans leur formule ori- 
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ginale, 0,05 p. 100 de NO,K. Mais ce corps peut servir, en anaéro- 
biose, d’accepteur d’hydrogéne et permettre ainsi la croissance 
en profondeur de bactéries aérobies strictes : c’est d’ailleurs le 
cas pour Ps. aeruginosa qui, en gélose profonde-nitrate, pousse 
dans la zone d’anaérobiose en réduisant les nitrates en azote 
gazeux. Aussi, doit-on supprimer des milieux servant a éprouver 
les possibilités de culture d’une bactérie en présence de l’oxygéne 
atmosphérique, tout corps capable de céder son oxygene sous 
l’action des enzymes bactériennes dans le milieu, comme aussi tout 
corps susceptible d’abaisser spécifiquement le potentiel d’oxydo- 
réduction du milieu (Mc Bee, Lamanna et Weeks [5)). 


Nous utilisons done des milieux sans nitrate : en pratique, soit 
la gélose-gélatine sans nitrate, soit la gélose VF (glucosée 
La formule de la gélose-gélatine sans nitrate est la suivante 
macération de viande (500 g de viande par litre), 1 000 ml; géla- 
tine, 35 g¢; gélose, 6 g; peptone trypsique de caséine, 10 g; 
KCl, 5 g. Ajuster 4 pH 7,6. Laisser refroidir 4 50° C et ajouter 
50 ml de sérum. Précipiter 4 115°, filtrer et ajouter : glucose, 10 g. 
Répartir 15 ml en tubes de 170 x 17 mm et stériliser 4 110° C. 


Pour utiliser ces géloses profondes, on les régénére dans un 
bain-marie bouillant pendant 15 4 20 min, puis on les refroidit 
a 45-50° C, et on les ensemence dans la masse, avec une pipette 
Pasteur fermée et trempée dans le bouillon de culture, en utilisant 
le nombre de tubes nécessaires pour obtenir par dilution des 
colonies isolées. Aprés ensemencement, les tubes sont aussitét 
refroidis dans l’eau, puis placés a l’étuve a 30° C. 


Dans ces conditions, toutes les souches de Pseudomonas que 
nous avons examinées sont aérobies strictes, c’est-a-dire qu’elles 
ne cultivent qu’a la surface du milieu, et dans les 3 ou 4 mm de 
hauteur situés juste sous cette surface. 


L’affinité des Pseudomonas pour l’oxygéne se traduit en outre 
par un équipement important d’enzymes capables d’utiliser l’oxy- 
géne directement. Si, parmi ces enzymes, la catalase et la peroxy- 
dase sont des enzymes assez habituelles chez les bactéries Gram- 
négatives, il en est une, au contraire, qui joue un role fondamental 
en taxinomie, c’est la cytochrome-oxydase. 


La cytochrome-oxydase est une enzyme ferroporphyrinique trés 
largement répandue dans la nature, présente vraisemblablement 
dans toute cellule ot fonctionne le systéme respiratoire des cyto- 
chromes. Dans ce systéme, la cytochrome-oxydase est la derniére 
enzyme de la chaine, capable d’oxyder le cytochrome ec réduit, 
en se transformant elle-méme en enzyme réduite ; la cytochrome- 
oxydase réduite est alors oxydée directement au contact de l’oxy- 
géne moléculaire, elle reprend ainsi sa forme active. 
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Depuis trés longtemps, la cytochrome-oxydase était mise en 
évidence dans les cellules grace a la réaction de Nadi dont le 
principe est le suivant : en présence de cytochrome c, de cyto- 
chrome-oxydase, d’oxygéne moléculaire, et dans un milieu tampon 
phosphate (pH : 7,8), le mélange équimoléculaire d’a-naphtol et 
de chlorhydrate de diméthyl-paraphénylénediamine donne une 
coloration bleue intense due a la formation d’un complexe, le 
bleu d’indophénol. Le plus souvent, le cytochrome c est supposé 
présent en quantité suffisante dans la cellule ot l’on recherche 
la cytochrome-oxydase. Ne donnent une réaction colorée que les 
bactéries ayant un systéme cytochrome dont le potentiel de redox 
est supérieur au potentiel de redox du bleu d’indophénol formé. 


Cette technique fut appliquée a la bactériologie par Gaby et 
Hadley [22], qui utilisent comme réactifs un mélange d’o-naphtol 
et d’oxalate de para-amino-diméthyl-aniline, ajouté soit dans la 
culture en bouillon, soit sur les colonies d’une gélose. 


Si, dans les mémes conditions opératoires que ci-dessus, l’on 
omet l’addition d’a-naphtol, on a alors une réaction un peu diffé- 
rente : il se forme dans ce cas une semi-quinone rouge, instable, 
qui, aprés quelques instants, s’oxyde en un dérivé noiratre. Conven- 
tionnellement, l’enzyme bactérienne responsable de cette réaction 
est désignée d’un terme vague « oxydase », bien que, probable- 
ment, il s’agisse aussi de la cytochrome-oxydase ; d’ailleurs, si, 
comme le fait Buttiaux [8], on ajoute de l’o-naphtol aprés avoir 
obtenu la coloration rouge, celle-ci vire rapidement a un bleu 
identique au bleu d’indophénol. 

Cette technique de recherche de « l’oxydase » est utilisée en 
bactériologie depuis le travail de Gordon et Mac Leod [27] qui 
se servaient de solutions de chlorhydrate de diméthyl ou de tétra- 
méthyl-paraphényléne-diamine versées directement sur les colonies 
bactériennes ; les colonies oxydase-positives devenaient rouges, 
puis, en une a deux minutes, noires. Kovacs [45] utilisa la tétra- 
méthyl-paraphényléne-diamine, mais avec une technique un peu 
différente : une goutte du réactif est versée sur un papier-filtre, et 
sur cette tache humide, la colonie éprouvée, prélevée a l’anse 
de platine, est ensuite étalée sur une petite surface. 

Actuellement, on est done en présence de plusieurs méthodes. 
Signalons cependant que la tétraméthyl-paraphényléne-diamine est 
A proscrire, car outre son prix élevé, c’est un corps beaucoup 
moins stable que le dérivé diméthylé, et qui est capable de donner 
de fausses réactions positives, comme l’a signalé Klinge [44]. 

On utilise donc actuellement un seul réactif : la diméthyl-para- 
phényléne-diamine (synonyme : para-amino-diméthyl-aniline), sous 
forme de chlorhydrate, ou mieux d’oxalate, en solutions aqueuses 
alepwlO0aGes solutions se conservent quelques jours a la glaciére 
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dans le cas de l’oxalate, mais doivent se préparer extemporané- 
ment dans le cas du chlorhydrate. Pour faire une réaction de Nadi, 
on peut ajouter a l’une des solutions précédentes le méme volume 
d’une solution 4 1 p. 100 d’a-naphtol dans V’alcool a 95 p. 100. 
Cette solution se conserve aussi quelques jours a la glaciére. 


Il y a trois méthodes possibles de recherche : en milieu liquide 
(technique de Gaby et Hadley : 4,5 ml de bouillon + 0,2 ml d’o-naph- 
tol + 0,3 ml d’oxalate de para-amino-diméthyl-aniline), sur gélose 
(addition sur les colonies de quelques gouttes de réactifs), ou sur 
papier, selon la technique de Kovacs. 

Personnellement, nous utilisons indifféremment les deux sels du 
réactif, avec ou sans addition d’o-naphtol. Plutét que la méthode 
en milieu liquide, dont les résultats sont parfois difficiles 4 inter- 
préter avec certains germes donnant une réaction tardive, ou a 
cause de fausses réactions dues au bouillon, nous utilisons les 
cultures sur gélose, en recherchant la cytochrome-oxydase direc- 
tement sur les colonies, ou par l’intermédiaire du papier-filtre. 


Ces techniques sont équivalentes dans le cas de Ps. aeruginosa 
et de Ps. fluorescens. Les résultats sont absolument constants : 
toutes nos souches examinées (52 Ps. aeruginosa et 16 Ps. fluo- 
rescens) donnent une réaction de cytochrome-oxydase positive, la 
coloration rouge ou bleue apparaissant en moins d’une minute 
(et en deux 4 trois minutes en milieu liquide). 


METABOLISME GLUCIDIQUE. 


Les réactions énergétiques conditionnant la vie de la cellule 
sont régies par certains métabolismes-clefs, parmi lesquels celui 
du glucose joue un réle primordial. Le mécanisme suivant lequel 
le glucose est catabolisé, constitue une caractéristique fondamen- 
tale et inaliénable de la cellule, liée aux processus de respiration, 
et la découverte assez récente de nouvelles voies métaboliques, 
particulérement chez les bactéries, a ouvert A la taxinomie des 
possibilités nouvelles (Clarke [44)). 

Trois voies principales ont été décrites chez les bactéries (fig. 1). 
En plus de la voie glycolytique classique, passant par le stade 
hexose-diphosphate, voie pouvant fonctionner en anaérobiose, 
deux autres voles ont été individualisées qui ne peuvent fonc- 
tionner qu’en aérobiose : le shunt oxydatif ou voie du mono- 
phosphate, et une voie oxydative directe, sans phosphorylation, 
passant par le gluconate. 

L’exploitation de ces connaissances en bactériologie a pu étre 
réalisée grace 4 l’emploi de méthodes simples. Nous ne ferons 
que citer le travail de Barron et Friedemann [4] montrant que l’uti- 
lisation du glucose par Ps. aeruginosa n’est pas inhibée en pré- 
sence de fluorure, ce corps étant inhibiteur de la voie glycolytique. 
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Mais une autre méthode, trés simple et pratique, due a Hugh et 
Leifson [82], doit étre bien connue, car elle est maintenant trés 
largement employée. 

Ces auteurs utilisent le milieu suivant : peptone pancréatique 
de caséine, 2 g; NaCl, 5 g; K,HPO,, 0,3 g; gélose, 3 e; bleu 
de bromothymol, 0,03 g ; eau distillée, g.s. p. 1000 ml. Ajuster 
le pH a 7,1. Filtrer. Répartir par 10 ml en tubes 17 x 170 ou 
par 3 ml en tubes 12 x 120. Boucher au coton. Autoclaver 
a 115° C. Pour l utilisation, faire fondre au bain-marie A 100° C 
(la régénération par ébullition est inutile), ramener a 50°C et 


2 Glucose 
6—P-gluconate ee a ey Glucose-6—P Gluconate 
win 
ZZ 
Ribulose-5-P . 7 Fructose-1-6-di-P 2-cétogluconate 
Z | ; 
ot y y 
Ribose-5=P <~— — — — — — > Trioses—P ee 
Pyruvate <~~ 
Shunt oxydatif Voie glycolytique Voie oxydative directe 
Voie du monophosphate (Embden~Meyerhoff) (Entner-Doudoroff) 
Fie. 1. — Schéma simplifié du métabolisme du glucose. 


ajouter le glucide a étudier (q. s. p. 1 p. 100). Faire solidifier en 
culot dans l’eau froide. 

Pour étudier le métabolisme oxydatif ou fermentatif du glucose, 
Hugh et Leifson ont proposé d’utiliser pour chaque souche deux 
tubes de leur milieu, glucosé a 1 p. 100; ces tubes sont ense- 
mencés par piqdre centrale avec le fil de platine trempé dans 
une culture de 24-48 heures en bouillon. L’un des tubes ense- 
mencés est ensuite recouvert d’une couche de vaseline fondue 
(au bain-marie) sur une hauteur de 6 a 12 mm, et aussitét plongé 
dans l’eau froide pour refroidir la vaseline. 


Avec ces deux tubes, on peut distinguer trois catégories de 
germes : 

a) Les germes fermentatifs qui donnent une réaction acide dans 
les deux tubes, avec ou sans production de gaz. I] est impossible, 
dans ce cas, de déceler le métabolisme oxydatif, la fermentation 
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s’accompagnant d’un virage intense dans la totalité des deux tubes. 


b) Les germes oxydatifs qui donnent une réaction acide seule- 
ment dans le tube « ouvert ». Trés souvent, la culture provoque 
une légére alcalinisation transitoire en surface, puis la réaction 
acide apparait a la surface du tube et s’étend graduellement vers 
le bas. Par contre, dans le tube « fermé », c’est-a-dire recouvert 
de vaseline, le pH ne change pas et la culture est faible, souvent 
limitée A un disque situé sous la vaseline. Ces bactéries oxyda- 
tives, souvent aérobies strictes en gélose profonde, sont donc inca- 
pables d’utiliser les glucides pour leur croissance en anaérobiose 
méme relative. 


c) Les germes non-oxydants et non-fermentants, encore appelés 
inactifs, qui ne modifient pas le pH dans aucun des deux tubes, 
ou bien donnent seulement une alcalinisation du tube « ouvert » 
dans le cas de variétés alcalinisantes. 


Hugh et Leifson [32] ont montré que les germes qui oxydent le 
glucose sans le fermenter sont -incapables, trés probablement, 
de fermenter un autre sucre, si bien qu’il suffit d’étudier le méta- 
bolisme des autres sucres seulement dans des tubes « ouverts ». 


Différents auteurs se sont attachés a identifier les voies oxyda- 
tives utilisées par les Pseudomonas. C’est ainsi, par exemple, 
qu’a été étudiée la voile oxydative directe passant par le gluconate 
et le 2-cétogluconate chez Ps. aeruginosa (Stokes et Campbell {74)}) 
et chez Ps. saccharophila (Entner et Doudoroff {48]) ; plus récem- 
ment, Katznelson [34] montra que l’oxydation du 2-cétogluconate 
par les Pseudomonas aboutissait également au pyruvate. 


Des expériences ont été tentées pour distinguer ces deux voles 
oxydatives chez les Pseudomonas. Citons les travaux de Eagon [46] 
qui put individualiser dans des extraits acellulaires de Ps. fluo- 
rescens, une fraction qui seule conservait la propriété d’oxyder 
le glucose 6-P, alors qu’une deuxiéme fraction ne contenait plus 
que les enzymes de la voie directe du 2-cétogluconate. Dans un 
travail récent, Stern, Wang et Gilmour [70] sont parvenus A chif- 
frer le pourcentage d’utilisation du glucose par chacune des voies 
primaires de son catabolisme : pour les trois souches étudiées 
appartenant au genre Pseudomonas, les chiffres obtenus pour la 
vole glycolytique d’Embden Meyerhoff, la voie d’Entner-Doudo- 
roff et le shunt oxydatif sont, dans lordre : Ps. saccharophila, 
0 p. 100,100 p.100et.0 p. 1005 Psy repilovara, 0p. 100, 
72 p. 100 et 28 p. 100; Ps. aeruginosa, 0 p. 100, 71 p. 100 
et 29 p. 100. On voit importance pour la taxinomie de ces consi- 
dérations, faisant appel i l'étude de systtmes enzymatiques consti- 
tutifs de la cellule bactérienne, 

Malheureusement, ces études sont tres complexes, et le bacté- 
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riologiste n’a guére A sa disposition que le test d’oxydation du 
gluconate en 2-cétogluconate, en culture agitée, selon la technique 
proposée par Haynes [30]. L’utilisation de cette méthode est dis- 
cutée ailleurs (Buttiaux (8)). 


S’il est classique de dire que, chez la majorité des bactéries, 
utilisation des glucides se fait par l’intermédiaire du glucose, 
il semble exister, chez les Pseudomonas, des déshydrogénases 
spécifiques capables d’oxyder les aldoses, notamment le glucose, 
le lactose et le maltose (Bentley et Slechta, [6]), en acides aldo- 
bioniques correspondants. La formation d’acide lactobionique sur 
gélose lactosée & 10 p. 100 a d’ailleurs été signalée par Buttiaux 
et Gagnon [7]. 


Quoi quil en soit, les acides provenant de l’attaque des diffé- 
rents glucides oxydés par les Pseudomonas sont toujours élaborés 
en quantités faibles et peuvent étre masqués par les produits 
basiques du catabolisme protéique dans un milieu trop riche en 
protéines, tel que l’eau peptonée a 1 p. 100 habituelle, ot de trés 
nombreuses souches de Pseudomonas, y compris Ps. aeruginosa, 
ne produisent aucune acidité visible. I] convient donc d’utiliser 
un milieu relativement pauvre en protéines et assez peu tamponné. 


Le milieu décrit par Hugh et Leifson [82], dont la formule est 
donnée plus haut, convient bien pour cette étude. Liu [50} avait 
utilisé, de son cdté, une eau peptonée a 0,1 p. 100 et Simon [67], 
une dilution 4 5 p. 100 de macération de viande dans l’eau. Mais 
nous avons montré (Véron et Chatelain [76]) qu’un milieu gélosé, 
dérivé de celui proposé par Simon, donnait des résultats positifs 
plus précoces et plus nombreux que tous ces différents milieux. 
La formule du milieu macération-gélose que nous utilisons est 
la suivante : 


Macération de viande (500 g¢ de viande de bceuf par litre), 50 ml ; 
KCl, 5 g; gélose, 3 g; rouge de phénol, 0,02 g; eau distillée, 
q. s. p. 1000 ml. Ajuster le pH a 7,4. Filtrer. Répartir par 10 ml 
en tubes 17 x 170 ou par 3 ml en tubes 12 x 120. Boucher au 
coton. Autoclaver 4 115°C. Ce milieu s’utilise de la méme 
facon que le milieu de Hugh et Leifson cité plus haut; il est 
parfois nécessaire de réajuster le pH a 7,4 (avec une solution 0,1 N 
de potasse) avant d’ensemencer, notamment lorsqu’on utilise cer- 
tains glucides dont les solutions sont acides. 


Dans ce milieu macération-gélose, 109 souches de Ps. aeruginosa 
ou Ps. fluorescens se sont toutes montrées oxydatives, sauf 
une souche de collection de Ps. aeruginosa qui était inactive 
sur les glucides. Sur 69 souches de Ps. aeruginosa isolées récem- 
ment, le résultat était acquis en vingt-quatre heures pour 
60 souches, en trois jours pour 66 souches et en quatre jours 
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pour 68 souches. Une seule souche (60 CN), trés muqueuse, n’a 
oxydé le glucose qu’en trois semaines. Avec 19 souches de Ps. fluo- 
rescens, l’oxydation du glucose était manifeste apres un Jour ou 
moins (14 souches), deux jours (4 souches) et sept jours (1 souche). 


Un autre caractére est A rapprocher du métabolisme du glucose : 
c’est l’utilisation du citrate comme seule source de carbone dans 
un milieu synthétique minéral avec un sel d’ammonium comme 
source d’azote. Nous l’avons recherchée systématiquement sur 
milieu au citrate de Simmons, en utilisant comme indicateur du 
bleu de bromothymol en solution sodique, et non alcoolique, 
puisque les Pseudomonas sont capables d’utiliser l’alcool comme 
source de carbone. Dans ces conditions, toutes nos souches de 
Ps. aeruginosa et Ps. fluorescens utilisent le citrate et cultivent 
sur le milieu en l’alcalinisant, en vingt-quatre heures le plus sou- 
vent, et rarement en quarante-huit heures. Le caractére citrate + 
semble étre indispensable pour le diagnostic de ces bactéries, 
comme l’a souligné Rhodes [64]. 


L’étude systématique de l’oxydation des glucides par les Pseu- 
domonas, dans le milieu macération-gélose, a été publiée par 
ailleurs (Véron et Chatelain (76]) ; elle apporte, en général, des 
résultats n’intéressant que les espéces et non le genre Pseudo- 
monas dans son ensemble. 


PoUVOIR PROTEOLYTIQUE ET LECITHINASE. 


Les réactions concernant la protéolyse et la lécithinase sont 
recherchées, pour la plupart, par les moyens classiques utilisés 
en bactériologie. 

A 30° C, on recherchera : la peptonisation du lait tournesolé, 
l’hémolyse des hématies de mouton ou de cheval sur une gélose 
au sang 4 5 p. 100, la réduction des nitrates en bouillon-nitrate 
(0,1 p. 100 de NO,Kx), la production de H,S en gélose nutritive 
molle au sous-acétate de plomb, ensemencée par piquare, la pro- 
duction de NH, en bouillon nutritif, la production d’indole dans 
une culture de 16-24 heures en eau peptonée; a 20-22° C, on 
recherchera la liquéfaction de la gélatine nutritive ensemencée 
par piqtre centrale. 


L’hydrolyse de Vurée doit se rechercher A 30°C sur gélose- 
peptone-glucose-urée de Christensen [43], ou en milieu synthé- 
tique-urée contenant, en plus, selon les indications de Rhodes [64], 
0,1 p. 100 de glucose ; le milieu que nous avons utilisé est le sui- 
vant: K,HPO, (450 mg), (NH,),SO, (75 mg), KCL (50 mg), 
SO,Mg.7 H,O (5 mg), urée (2 g), glucose (100 mg), eau distillée 
(q. Ss. p. 100 ml). Ce milieu stérilisé par filtration, est ensemencé 
largement a partir d’une culture sur gélose, et incubé A 30° C 
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La recherche d’une lysine-décarboxylase dans une culture de 
48 heures 4 30° C sur milieu glucose-lactose-SH, est réalisée par 
la technique classique utilisée pour les Entérobactéries et décrite 
par Thibault et Le Minor (72]. L’hydrolyse de l’arginine est recher- 
chée selon la méthode originale de Sherris et Shoesmith [64] ; 
pour les détails techniques, on pourra se reporter au rapport sui- 
vant (Buttiaux [8]). Un dernier caractére a été proposé pour diffé- 
rencier les Pseudomonas (Klinge et Graf [40], Rhodes [64)); il 
s’agit de la réaction au jaune d’ceuf, qui peut étre recherchée sur 
gélose au jaune d’ceuf, selon la technique décrite par Knight et 
Proom [42] pour l'étude des Bacillus. 


Le pouvoir hémolytique des Pseudomonas est trés variable d’une 
espéce a l’autre, mais dans certaines conditions, on peut le mettre 
en évidence chez la majorité des souches (Liu [54]) ; cette étude 
ne peut donc servir 4 distinguer les espéces. De méme, la réduc- 
tion des nitrates, soit en nitrites, soit en azote, si elle est constante 
dans un bouillon-nitrate chez Ps. aeruginosa, et le plus souvent 
absente chez Ps. fluorescens, survient avec toutes les souches de 
Pseudomonas si on modifie les conditions d’étude (Klinge [38)). 
Signalons aussi que, s'il est classique de dire que Ps. aeruginosa 
et Ps. fluorescens ne donnent pas de H,S, on a pu trouver cepen- 
dant des souches de Ps. aeruginosa qui en donnent un peu, tardi- 
vement, dans certaines conditions (Rhodes [64] ; Klinge [38]) ; mais 
ce caractére semble de peu de valeur pour étude des espéces. 


L’étude de luréase des Pseudomonas neécessite quelques 
remarques. En effet, cette enzyme inductible n’est pas révélée dans 
le milieu urée-tryptophane utilisé pour les Entérobactéries, milieu 
qui devient seulement un peu alcalin en six-huit jours; d’ow la 
description de Pseudomonas uréase-négatifs (Lutz et coll. [52]; 
Klinge [88]). Mais sur 20 Ps. aeruginosa et 10 Ps. fluorescens 
examinés, 29 souches donnaient une franche alcalinisation en 
vingt-quatre A quarante-huit heures du milieu a l’urée de Chris- 
tensen, tandis que le tube témoin sans urée restait neutre pendant 
huit jours et plus; une seule souche de Ps. fluorescens se montra 
uréase-négative. En milieu synthétique-urée-glucose, les propor- 
tions de souches uréase-positives apres un a cing jours d’observa- 
tion sont beaucoup plus faibles : 14 Ps. aeruginosa sur 20, et 
seulement 2 Ps. fluorescens sur 10. Le nombre de souches posi- 
tives dans les mémes conditions tombe A 4 si on supprime le 
glucose, ou si on le remplace par la méme quantité de galactose. 
En définitive, si l’uréase de Ps. aeruginosa semble plus active 
que celle de Ps. fluorescens, cette étude ne peut guere servir a 
distinguer les deux espéces. 


Nous avons recherché la présence d’une lysine-décarboxylase 
dans des cultures de 48 heures de 23 souches de Ps. aeruginosa 
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et 12 souches de Ps. fluorescens ; cette recherche a été constam- 
ment négative. 


Enfin, sur milieu au jaune d’ceuf, on a obtenu les résultats 
suivants : réaction positive avec Ps. fluorescens, var. protéoly- 
tique (7 souches), réaction négative avec Ps. fluorescens, var. non 
protéolytique (11 souches), réaction restreinte avec Ps. fluorescens 
(3 souches peu protéolytiques, liquéfiant soit le sérum coagulé, 
soit la gélatine) et Ps. aeruginosa (6 souches). 


En définitive, les renseignements fournis par toutes ces méthodes 
peuvent se répartir en deux groupes. Le premier groupe corres- 
pond a des caractéres variables chez les Pseudomonas : hydrolyse 
de la gélatine, peptonisation du lait, hémolyse, réduction des 
nitrates, production de H,S, hydrolyse de lurée, réaction au jaune 
d’ceuf. Le deuxiéme groupe d’épreuves donne des _ résultats 
constants chez les Pseudomonas pigmentés : recherche de l’indole 
et de la lysine-décarboxylase négative, recherche de NH, positive, 
et catabolisme de l’arginine positif. 


AUTRES CARACTERES. 


Le pouvoir pathogéne naturel des Pseudomonas est trés variable, 
puisqu’il peut concerner homme, les animaux a sang chaud et 
a sang froid et les plantes. Expérimentalement, parmi les Pseudo- 
monas pigmentés, seul Ps. aeruginosa est pathogéne pour le 
cobaye et le lapin, d’ailleurs 4 des doses trés variables selon les 
souches. Ce caractére est important pour le diagnostic d’espéce, 
car Ps. fluorescens n’est absolument pas pathogéne dans les 
mémes conditions. Il faut noter aussi que la description des 
souches phytopathogénes est parfois trés succinte et que le carac- 
tére principal d’identification de ces souches consiste A recon- 
naitre lhdte végétal sensible. 


La sensibilité aux bactériophages de Ps. aeruginosa a donné 
lieu A un certain nombre de travaux d’ou il ressort que la majo- 
rité des souches est lysogéne, et que les phages actifs sur Ps. aeru- 
ginosa sont inactifs sur Ps. fluorescens ; d’autre part, de nom- 
breuses souches de Ps. aeruginosa sont pyocinogénes et les 
pyocines, actives sur Ps. aeruginosa, sont également nombreuses. 
Chez Ps. fluorescens, l'étude des bactériophages a été entreprise 
(KXlinge [89]); ces bactériophages sont spécifiques du groupe 
fluorescens-putida et inactifs sur Ps. aeruginosa. Hamon [29] a 
montré, d’autre part, que trés peu de souches de Ps. fluorescens 
sont lysogénes, mais que environ 20 p. 100 des souches élabo- 
raient des bactériocines (fluorescines), dont quelques-unes seule- 
ment étaient actives sur Ps. aeruginosa; inversement, certaines 
souches de Ps, fluorescens sont sensibles A quelques pyocines 
élaborées par Ps. aeruginosa. Done, si la spécificité des bactério- 
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phages parait étroite, celle des bactériocines l’est relativement 
moins. Ceci pourrait avoir des conséquences importantes en 
taxinomie. 

Si Pétude antigénique de Ps. fluorescens ne semble pas avoir 
été tentée, par contre, celle de Ps. aeruginosa a donné lieu a de 
nombreux travaux parmi lesquels nous citerons ceux de Habs [28], 
de Kohler [43], de Kleinmaier [86] et de Sandvik [62]. 

En utilisant la technique de Kleinmaier et la description des 
groupes antigéniques O de Habs, nous avons établi le sérotype 
de 106 souches de Ps. aeruginosa, sur 118 souches examinées 
(tableau II). 

Le détail de ce travail doit paraitre ailleurs (Véron {77}) ; mais 
on peut noter dés maintenant que seulement 12 souches sur 118 
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(soit environ 10 p. 100) n’ont pu étre agglutinées avec certitude. 
Ce chiffre est du méme ordre que celui trouvé par d’autres auteurs 
(Kleinmaier et Quincke [87]), et on posséde certainement, avec 
le typage antigénique, un moyen essentiel pour affirmer le dia- 
; : ; 
gnostic de la plupart des souches de Ps. aeruginosa, d’autant 
qu’on ne trouve pas de réactions croisées avec Ps. fluorescens. 


Discussion 


Le genre Pseudomonas, dont Vespéce-type est Ps. aeruginosa, 
se situe dans une perspective toute différente, dans la classifica- 
tion de Prévot [59] et Brisou [40], et dans la classification selon 
Bergey (Breed, Murray et Smith [9)). 

Pour Prévot, les Pseudomonas sont des batonnets mobiles par 
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cils polaires, Gram-négatifs, vivant dans le sol et l’eau, parasites 
des plantes ou saprophytes ou libres, produisant un pigment bleu 
ou vert jaune soluble dans |’eau et diffusant dans le milieu. Les 
Pseudomonas sont inclus dans la tribu des Pseudomonadeae avec 
des genres péritriches ou céphalotriches, colorés ou non, et un 
genre fermentant et péritriche (Erwinia). Cette tribu forme avec 
les tribus des Achromobactereae et des Chromobactereae la famille 
des Pseudomonadaceae. 

Pour Bergey, les Pseudomonas sont des bactéries oxydantes, 
pigmentées (pigment soluble ou insoluble) ou apigmentées, appar- 
tenant A la famille des Pseudomonadaceae qui comprend les bac- 
téries de forme bacillaire ou coccoide, mobiles (cils polaires) ou 
immobiles, Gram-négatives, aérobies préférentielles, parfois fer- 
mentantes (cas du genre Aeromonas). 

On voit que les bases taxinomiques des deux classifications sont 
différentes, en particulier en ce qui concerne l’importance accordée 
a la ciliature. La différence essentielle entre les deux définitions 
du genre Pseudomonas est que la pigmentation constitue un 
caractére absolu pour Prévot, tandis qu’elle n’est pas obligatoire 
pour Bergey. De plus, Bergey introduit la notion de métabolisme 
oxydatif pour les Pseudomonas. 

Ayant passé en revue les principaux caractéres qui ont été étu- 
diés chez les Pseudomonas, nous pouvons en définir un certain 
nombre qui sont constants dans les espéces pigmentées que nous 
avons envisagées jusqu’icl. 

La mobilité et la ciliature exclusivement polaire des Pseudo- 
monas ne sont mises en doute par personne et ces caractéres 
doivent dominer toute tentative de classification. Il est cependant 
impossible d’écarter, a priori, les souches immobiles, cette immo- 
bilité pouvant étre lige 4 une perte héréditaire de la ciliature ; il est 
vraisemblable qu’il doit exister des souches de Pseudomonas 
dépourvues d’antigéne H, comme cela existe dans les autres 
groupes bactériens ; ce type de bactérie doit étre d’ailleurs fort 
rare. 

L’aérobiose stricte, existence d'une réaction de cytochrome- 
oxydase positive, le métabolisme oxydatif du glucose, l'utilisation 
du citrate en milieu synthétique-ammonium, sont des caractéres 
présents chez toutes les souches de Pseudomonas examinées. Ce 
sont des témoins de mécanismes physiologiques fondamentaux 
chez ces bactéries et ils ne devraient jamais faire défaut. I] faut 
toutefois insister sur quelques particularités concernant ces 
reactions. 

Nous avons dit plus haut la nécessité de rechercher l’utilisation 
de l’oxygeéne pour la croissance dans une gélose profonde dépour- 
vue de nitrate : sans cette précaution, la plupart des souches de 
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Ps. aeruginosa, ainsi que, par exemple, de Ps. stutzeri comme 
ont montré Van Niel et Allen {53}, sont capables de cultiver en 
profondeur en réduisant les nitrates en azote gazeux. 


La réaction des oxydases doit étre réalisée également dans des 
conditions convenables. Certains auteurs ne se sont pas placés, 
semble-t-il, dans les meilleures conditions opératoires. C’est ainsi 
que iXovacs [45], utilisant un sel de tétraméthyl-paraphényléne- 
diamine, et Kohler [44], utilisant de l’oxalate p-amino-diméthyl- 
aniline synthétisé dans son Institut de Recherches, ont cru pouvoir 
affirmer que la réaction était positive avec Ps. aeruginosa et néga- 
tive avec Ps. fluorescens. Gaby et Free (23], de leur cété, ont 
rejeté la technique de Kovacs, car elle donnait de « fausses » 
réactions positives avec des bactéries autres que les Pseudomonas. 
Actuellement, en opérant dans de bonnes conditions, on a pu 
constater que la réaction de cytochrome-oxydase était positive 
chez un nombre important d’espéces microbiennes, et Ewing et 
Johnson [49] ont ainsi séparé en deux groupes bien distincts les 
bacilles Gram-négatifs oxydase — (Entérobactéries, Serratia) et 
‘axydase + (Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas, Alcaligenes). 
Kleinmaier et Quincke [87] ont montré que la recherche systéma- 
tique de la cytochrome-oxydase permettait d’accroitre sensible- 
ment le nombre de souches de Pseudomonas dépistées dans un 
laboratoire de diagnostic bactériologique. 


Enfin, il est trop tot encore, semble-t-il, pour utiliser 4 des fins 
taxinomiques la connaissance que nous avons des voles emprun- 
tées dans l’oxydation du glucose. L’épreuve proposée par Hugh 
et Leifson [32] est fondamentale pour distinguer les bactéries oxy- 
dantes et fermentantes; mais lc test d’oxydation du gluconate, 
considéré par Haynes [80] comme caractéristique de Ps. aeru- 
ginosa, est positif aussi avec Ps. fluorescens (Rhodes [61]) et éga- 
lement avec des bactéries autres que les Pseudomonas (Gaby [214] ; 
Moore et Pickett (55}). D’autre part, l’absence de 2-cétogluconate 
dans le milieu ne prouve pas que le gluconate n’a pas été oxydé, 
puisque, dans certaines conditions, |’oxydation peut aller jus- 
qu’au pyruvate (Katznelson [84]). Il est cependant probable que la 
voie d’oxydation directe du glucose en gluconate, ou de différents 
glucides en acides aldobioniques correspondants (Bentley et 
Slechta [6}), est plus caractéristique encore des Pseudomonas que 
la voie du shunt oxydatif passant par le glucose-6-phosphate ; on 
connait d’ailleurs une espéce, Ps. saccharophila, qui n’utilise que 
la voie du gluconate (Stern et coll. [70)). 


Quatre autres caractéres du métabolisme protéique des Pseudo- 
monas paraissent constants chez les espéces pigmentées. Ce sont 
l’absence de production d’indole en eau peptonée, l’absence de 
lysine-décarboxylase, la production de NH, et le catabolisme 


36 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 


de l’arginine. La production de NH, est constante et constitue un 
métabolisme «de base » des Pseudomonas, puisque des cellules 
au repos de Ps. aeruginosa produisent, dans leur respiration endo- 
géne, uniquement CO, et NH, (Warren et coll. [78]). L’utilisation 
de l’arginine parait également constante avec les Pseudomonas 
pigmentés (Sherris et Schoesmith [64]; Buttiaux [8)). 


Ces caractéres pourraient servir 4 la définition du genre Pseudo- 
monas qui comprendrait ainsi les bactéries en fins batonnets, 
Gram-négatives, non sporulées, mobiles par cils polaires (ou 
immobiles), aérobies strictes, cytochrome-oxydase +, glucose + 
par vole oxydative (ou inactives sur les glucides), citrate +, 
NH,+, arginine-dihydrolase+, indole —, et lysine-décarboxy- 
lase —. 

Cette définition permet d’exclure des Pseudomonas certaines 
bactéries comme Ps. hydrophila, bactérie fermentant les glucides 
avec production de gaz, rangée actuellement dans les Aeromonas 
(Stanier [69]). Une autre bactérie Zymomonas mobilis (ancienne- 
ment Pseudomonas mobilis) chez qui n’existent pas les enzymes 
du cycle de Krebs (Stern et coll. [70]), n’est plus rangée dans le 
genre Pseudomonas. Enfin, il parait difficile, comme dans la clas- 
sification de Prévot [59], de rapprocher des Pseudomonas des 
bactéries comme les Erwinia, celles-ci étant péritriches, fermen- 
tantes (Katznelson [34]), et habituellement oxydase — (Ewing et 
Johnson [49)). 


A Vintérieur du genre Pseudomonas, les distinctions sont par- 
fois malaisées. Si le groupe des bactéries marines reste justifié, 
car la physiologie de ces bactéries est trés particuliére, par contre, 
la séparation d’espéces phytopathogénes parait plus arbitraire. 
Citons, en effet, comme exemple, le cas de Ps. polycolor, décrit 
dans le Bergey’s Manual (Breed et coll. {9}) comme pathogéne 
pour les plantes, et qui est distingué nettement de Ps. aeruginosa 
trouvé dans le sol, les eaux d’égouts et chez les animaux ; or, on 
a pu obtenir expérimentalement une maladie typique des plants 
de tabac avec Ps. aeruginosa, et des troubles pathogénes chez la 
souris avec Ps. polycolor ; les deux espéces cultivent A 42° C et 
convertissent le gluconate en 2-cétogluconate, et Hoff et Drake [84] 
ont montré que Ps. polycolor était sensible aux mémes phages 
que certains lysotypes de Ps. aeruginosa; les deux espéces sont 
donc trés proches, sinon identiques. L’effet phytopathogéne dans 
une espéce pourrait se perdre, d’autre part, par mutation, le 
mutant non phytopathogéne ayant perdu la capacité de synthétiser 
ses enzymes pectolytiques (Friedmann et Ceponis {20)). 


Un certain nombre d’espéces de Pseudomonas ont été décrites 
qui pourraient n’étre que des variétés d’espéces courantes. Cela 
semble le cas, par exemple, pour Ps. vendreli qui serait une 
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variété de Ps. aeruginosa (Tobie {74}, pour Ps. myxogenes qui 
serait une variété de Ps. fluorescens (Klinge [88]). De nombreuses 
souches, appartenant a plusieurs espéces décrites, ont été exami- 
nées par Rhodes [64] qui a montré leur parenté et méme leur 
similitude probable avec l’espéce Ps. fluorescens qu’elle étudiait. 

En définitive, parmi les espéces produisant un pigment soluble, 
trois espéces sont bien décrites et ont regu plusieurs définitions 
concordantes : Ps. aeruginosa (Gaby [24]; Lutz et coll. [52]; 
Moore et Pickett (55]), monotriche, cultivant a 42°C, dégageant 
en culture une odeur aromatique, pouvant donner de la pyocyanine 
et de la pyoverdine, ne donnant pas la réaction au jaune d’ceuf, 
liquéfiant la gélatine ; Ps. fluorescens (Rhodes [64]; Klinge [38]), 
lophotriche, ne cullivant pas a 42° C, dégageant en culture une 
odeur désagréable, ne produisant que de la pyoverdine, donnant 
la réaction au jaune d’ceuf, liquéfiant la gélatine; Ps. putida 
(Klinge [38]) qui ne différe de Ps. fluorescens que par l’absence 
de pouvoir protéolytique et par une réaction au jaune d’ceuf néga- 
tive. Beaucoup d’auteurs, dont Rhodes, n’admettent pas I’indivi- 
dualité de Ps. putida qui ne serait qu’une variété de Ps. fluo- 
rescens ; la sensibilité croisée aux bactériophages (Klinge [39}) 
plaide en faveur de cette hypothése. 


CONCLUSIONS. 


Il est trés généralement admis que la production de pigment 
par les bactéries est un phénoméne variable ; les Pseudomonas 
n’échappent pas a la régle. 

La production de pyocyanine et de pyoverdine dépend, nous 
Vavons vu, des milieux de culture utilisés ; la pigmentation est 
liée notamment au potentiel d’oxydo-réduction du milieu, et bien 
souvent avec Ps. aeruginosa, ce potentiel est suffisant pour que 
le pigment fluorescent soit oxydé, mais insuffisant pour que la 
pyocyanine apparaisse ; celle-ci ne s’oxyde et ne se colore alors 
qu’aprés forte agitation du milieu. 

La pyocyanine agit dans la chaine respiratoire comme transpor- 
teur d’électrons. Par déshydrogénation chimique, Azoulay et 
Senez [3] ont pu réduire la pyocyanine en un dérivé fluorescent ; 
d’autre part, d’aprés Phypothése de Césaire et coll. [12], le pig- 
ment fluorescent serait un précurseur dans la synthése de la pyo- 
cyanine. On voit que les deux pigments, pyocyanine et pyoverdine, 
sont étroitement liés, car il faut admettre' Pidentité des pigments 
fluorescents chez Ps. aeruginosa et Ps. fluorescens (Turfitt [75]). 
Il apparait donc déja difficile de refuser le diagnostic de pyocya- 
nique a une souche qui ne serait que fluorescente, et ce type de 
bactérie, correspondant au groupe Ia de Seleen et Stark [66], 
parait assez fréquent. 
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L’exislence de souches apigmentées est, d’autre part, connue 
de longue date. La perte de production de pigment, au cours des 
repiquages de souches pigmentées a l’isolement, est une notion 
classique (Wilson et Miles [80]). Mais cette variation peut sur- 
venir encore plus rapidement. Gessard [26] a signalé lui-méme 
que sur une culture en gélose, obtenue « par repiquage de la 
premiére gélose ensemencée avec le pus d’une articulation ouverte, 
ou le bacille pyocyanique se trouvait presque a état de pureté », 
il y avait cdte a cote des colonies de germes pyocyanogénes et 
des colonies complétement apigmentées. Une semblable dissocia- 
tion a été décrite récemment par Klinge [88] avec une souche de 
Ps. fluorescens. 


S’il est encore assez rare, actuellement, d’isoler des souches 
totalement apigmentées de Ps. aeruginosa, il est probable que 
cela provient plus d’un défaut didentification que d’une rareté 
de ce type de bactéries. En effet, inhibition de la production de 
pigment, soit in vivo, notamment aprés traitement par la strepto- 
mycine (Andrieu et coll. [2]; Lutz et coll. [52]), soit in vitro, par 
exemple aprés une seule culture en présence de concentrations 
sub-inhibitrices de chloramphénicol et d’érythromycine (Schneier- 
son et coll. [65}), parait étre un phénomene trés général, signalé 
de longue date avec les antiseptiques (Wasserzug [79]), qui, sans 
aucun doute, fera augmenter sensiblement dans l’avenir, par suite 
de Vutilisation intensive des antibiotiques, la fréquence des 
souches apigmentées de Pseudomonas. 


Ces notions étant acquises, et dés lors qu'un caractére a été 
démontré aléatoire, ce caractére ne peut demeurer une condition 
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nécessaire d’appartenance 4 un groupe bactérien. 


Toute classification doit évoluer en méme temps que l'objet 
classé, et en tenant compte des nouveaux caractéres décrits. La 
difficulté vient de la nécessité, dans la taxinomie classique, de 
reconnaitre des caractéres plus importants que d’autres, et de la 
répugnance toute naturelle des taxinomistes 4 renverser ultérieu- 
rement Vordre établi. Il est possible que la seule méthode qui 
mette 4 Vabri du choix arbitraire de la hiérarchie des caractéres 
soit la méthode de classification d’Adansonian proposée en bacté- 
riologie par Sneath [68]; dans cette méthode, on attribue les 
mémes « poids » aux caractéres taxinomiques, ce qui permet de 
calculer un pourcentage de similitude entre les souches étudiées 
et de distinguer ainsi les groupes naturels existant parmi les bac- 
téries étudiées. 

Cette étude ne parait pas avoir été entreprise pour les Pseudo- 
monas ; elle semble d’ailleurs surtout valable pour reconnattre 
les espéces. De toutes facons, le genre bactérien doit étre défini 
par un certain nombre de caractéres majeurs qui mettent en 
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cause la morphologie et la physiologie fondamentale de la bac- 
térie, en excluant, par exemple, toutes les enzymes accessoires du 
métabolisme, qui, elles, serviront a distinguer les espéces. 


Grace aux critéres choisis plis haut comme étant caracté- 
ristiques des Pseudomonas pigmentés, il devient ainsi possible 
d’identifier avec certitude des bactéries non pigmentées, mais qui 
ont tous les autres caractéres des espéces-types, Ps. aeruginosa 
et Ps. fluorescens ; c’est le cas des Pseudomonas non pigmentés 
qui seront décrits dans le rapport suivant (Buttiaux {8]). Cepen- 
dant, le diagnostic devient plus difficile s’il vient & manquer plu- 
sieurs caractéres ; c’est le cas des bactéries non pigmentées et 
inactives sur les glucides, dont il sera parlé plus loin (Thi- 
bault [73]), et la distinction proposée par Galarneault et 
Leifson [24] et par Leifson [48], entre Lophomonas et Pseudo- 
monas, basée essentiellement sur une ciliature différente, peut 
étre difficile 4 faire en pratique. 


Si, dans la définition du genre Pseudomonas, on exclut la pro- 
duction de pigments diffusibles, il devient possible de grouper 
dans ce genre des bactéries ne donnant jamais de pigments diffu- 
sibles, mais ayant, par ailleurs, tous les caractéres du genre. 
C’est le cas notamment pour Malleomyces pseudo-mallei qui, 
aprés des fortunes diverses, est décrit actuellement dans le 
Bergey’s Manual (Breed et coll. [9]) sous le nom de Pseudomonas 
pseudo-mallei, tout a coté de Ps. aeruginosa. 


Ce rapprochement, souhailé par tous les expérimentateurs qui 
ont étudié la physiologie et la morphologie des deux espéces, ne 
pourra qu’étre fructueux pour les progrés futurs de la bactério- 
logie. 

RésuME. 


L’examen de plus de 100 souches pigmentées de Pseudomonas, 
par des techniques qui sont indiquées, a conduit a définir un cer- 
tain nombre de propriétés constantes chez ces bactéries. 


Certains caractéres sont essentiels : mobilité par cils polaires, 
aérobiose stricte en gélose-profonde sans nitrate, réaction de la 
cytochrome-oxydase positive, catabolisme oxydatif du glucose et 
transformation de certains aldoses en acides aldobioniques corres- 
pondants. D’autres caractéres semblent également constants 
croissance en milieu synthétique-ammonium-citrate, production 
de NH,, absence de production d’indole, absence de lysine-décar- 
boxylase, catabolisme de l’arginine. Toutes ces propriétés doivent 
étre recherchées avec des techniques dont les modalités sont dis- 
cutées. 

Ces caractéres constants doivent permettre une définition cor- 
recte du genre Pseudomonas, permettant d’exclure de ce genre, 
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par exemple, les bactéries péritriches ou fermentatives. D’autre 
part, il apparait nécessaire de regrouper autour des deux espéces 
principales, Ps. aeruginosa et Ps. fluorescens, un grand nombre 
d’espéces décrites dans la littérature ; la distinction d’un groupe 
phytopathogéne ne semble pas justifiée. 

Les principaux caractéres permettant la différenciation de 
Ps. aeruginosa et Ps. fluorescens sont indiqués ; les plus impor- 
tants sont : la culture A 42° C, la réaction au jaune d’ceuf, l’action 
des bactériophages et la structure antigénique O. 

La production de pigment par les Pseudomonas est considérée 
comme un événement variable, soumis a des influences diverses 
qui sont rappelées, et dont l’absence ne justifie pas une exclusion 
du genre Pseudomonas. 


* 
x** 
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PSEUDOMONAS NON PIGMENTES 
ET ACHROMOBACTER 


par R. BUTTIAUX. 


(Centre d’Enseignement et de Recherches 
de Bactériologie Alimentaire de l'Institut Pasteur de Lille) 


Certains bactériologistes jugeront discutable le titre de cet 
exposé. I] met en cause, en effet, une question controversée de 
la systématique bactérienne. 

Pour Prévot {4], le genre Pseudomonas réunit les batonnets 
mobiles 4 Gram négatif produisant un pigment bleu ou vert-jaune, 
soluble dans l’eau et diffusant dans le milieu. Il ne saurait donc 
exister, pour lui, de Pseudomonas apigmentés que nous trouvons 
rangés dans le genre Achromobacter ou dans la tribu des 
Achromobactereae groupant les bacilles incolores 4 Gram négatif, 
mobiles grace a des cils polaires ou péritriches. Dans ce systeme, 
Pseudomonadeae et Achromobactereae appartiennent a la méme 
famille des Pseudomonadaceae. 

Pseudomonas et Achromobacter, au contraire, dépendent de 
familles distinctes, dans le manuel de Bergey [2], celle des Pseudo- 
monadaceae et celle des Achromobacteraceae, respectivement. Le 
premier genre comprend les cellules immobiles ou a cils polaires 
avec ou sans pigment, et le second, les bacilles 4 Gram négatif 
non pigmentés, immobiles ou mobiles par des cils péritriches 
exclusivement. \ 

Ces classifications, qui ont toutes deux une diffusion mondiale, 
s’opposent sur deux points importants : 

1° Prévot refuse a la position des flagelles une valeur taxi- 
nomique ; il range dans les Achromobacter des germes pourvus 
de cils polaires ou péritriches. Dans le manuel de Bergey, au 
contraire, elle différencie méme les ordres. Ainsi, dans la derniére 
édition de ce livre, les Schizomycétes sont subdivisés en Pseudo- 
monales, réunissant les bactéries a cils polaires, et Eubactériales 
proprement dites, groupant celles a flagelles péritriches. 

2° Le systéme de Prévot confére 4 la pigmentation une impor- 


tance particuliére. La tribu des Chromobactereae groupe la 
majeure partie des bacilles a Gram négatif pigmentés; a cédté 


44 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


des Chromobacterium, des Flavobacterium, on trouve les Serratia 
classées par Bergey dans la famille des Enterobacteriaceae. Ceux 
qui ont revu les différentes éditions du manuel de cet auteur 
attachent, au contraire, peu ou pas d’importance a la production 
de pigment; dans les genres qu’ils définissent, on trouve souvent 
un mélange d’espéces capables ou non de le synthétiser. 


Il faut une sérieuse compétence pour discuter les problémes de 
taxinomie. Nous ne la possédons pas et ce n’est pas dans ce but 
que nous avons étudié les Pseudomonas et les Achromobacter (3). 
Notre intention était de mettre a la disposition des bactériologistes 
des moyens simples pour identifier ces bactéries trouvées avec 
une particuliére fréquence dans les milieux extérieurs, mais aussi, 
de plus en plus souvent, chez ’homme et les animaux & sang 
chaud, sains ou malades. 


Les travaux poursuivis depuis plusieurs années nous font altri- 
buer de la valeur a la position des flagelles et moins a la pigmen- 
tation. Cette opinion est fondée sur les résultats de milliers 
d’examens et sur des arguments que nous résumons ci-dessous. 


1° L’importance du systéme ciliaire. — En observant certaines 
précautions, la position des cils est stable. Elle va de pair pour 
chaque groupe de bactéries avec d’autres propriétés majeures 
d’ordre physiologique ou enzymologique. Les Serratia, par 
exemple, pourvues de cils péritriches possédent un ensemble de 
caractéres biochimiques absolument différents de ceux des Xan- 
thomonas munis de cils polaires. Cependant, il faut étudier cette 
cilature dans des conditions précises trop négligées. Ainsi, chez 
une bactérie halophile, nous avons noté des variations du systéme 
ciliaire dépendant de trois facteurs : concentration du milieu en 
chlorure de sodium, teneur en agar et température d’incuba- 
tion [4]; ils intervenaient dans l’apparition de cils péritriches 
a cdté d’un cil polaire constant. De méme Leifson et Hugh [5] ont 
signalé chez des Aeromonas la présence de flagelles péritriches 
chez les cellules jeunes alors que leur ciliature est habituellement 
polaire. Ces phénoménes épisodiques ne concernent pas, en tout 
cas, la question présente ; ils n’ont jamais été observés chez les 
Pseudomonas, tout au moins chez les souches d’isolement assez 
récent. 


2° La pigmentation. — La propriété de synthétiser un pigment 
nest pas constante pour les cellules d’une souche, chez une espéce 
et a plus forte raison dans un genre. Sans accepter l’ensemble de 
la définition du genre Serratia proposé par Davis et coll. [6], on 
doit y reconnaitre avec eux la fréquence des souches non pig- 
mentées ; des isolements répétés décélent souvent, d’ailleurs, des 
colonies apigmentées au sein des populations chromogénes. Chez 
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les Pseudomonas, l’apparition de la fluorescéine dépend de mul- 
tiples facteurs différents pour chaque souche [7]; certains agissent 
favorablement mais de facon apparemment empirique ; c’est le 
cas du maltose incorporé au milieu de Sabouraud [8]. 


La composition du milieu joue un role important; celui de 
King [9] permet de déceler la fluorescéine chez des souches consi- 
dérées comme achromogénes. La pigmentation survient parfois, 
d’ailleurs, de facon imprévisible : un bacille 4 Gram négatif de 
notre collection appelé Achromobacter selon Prévot, est devenu 
fluorescent en lumiére de Wood aprés six ans de conservation et 
sans raison décelable ; il produit maintenant une fluorescéine 
visible & Voeil nu sans qu’aucun de ses caractéres morphologiques 
et biochimiques soit modifié. On peut soupconner que tous les 
Pseudomonas sont potentiellement capables de synthétiser du pig- 
ment; il parait périlleux, pourtant, d’estimer qu’une bactérie 
possédant les caractéres majeurs du genre mais apigmentée au 
moment de l’examen ne lui appartient pas. 


Pour définir un genre, on ne doit pas tenir compte seulement 
d'une ou de deux propriétés. Il faut en réunir un ensemble donnant 
aux bactéries une identité morphologique et surtout physico- 
chimique nettement distincte, sous plusieurs aspects, de celle des 
germes des autres familles ou genres. De patientes recherches 
sont nécessaires pour y parvenir; l’exemple nous en est donné 
par Rhodes [410] dans son étude sur les Pseudomonas fluorescens. 
Elles paraitront inutiles 4 ceux qui négligent les rigueurs de la 
systématique bactérienne. Ceux-la classent volontiers et trop faci- 
lement les germes dont nous parlons ici dans le vague groupe des 
« Pseudomonas-Achromobacter ». Leur identification a, en réalité, 
un intérét pratique. Ils sont, en effet, les agents fréquents des 
altérations de nombreux produits alimentaires. Ils sont différem- 
ment sensibles aux procédés modernes de leur stabilisation, et 
cecil prouve déja qu’ils ont un comportement physiologique diffé- 
rent. On doit done les identifier soigneusement pour savoir, dans 
chaque cas particulier, le bénéfice éventuel & retirer de telle ou 
telle de ces méthodes de traitement. 


I. — Les Pseudomonas NoN PIGMENTES. 


Nous avons proposé de dénommer Pseudomonas les « bactéries 
4 Gram négatif de forme bacillaire, asporulées, mobiles par des 
cils polaires (monotriches, amphitriches ou lophotriches). Elles 
peuvent étre pigmentées ; [’un au moins des pigments est alors 
soluble dans l’eau et diffuse dans le milieu ; la fluorescéine est ie 
plus fréquent. Certaines espéces ou souches ne synthétisent pas 
de pigment et constituent l’ensemble des Pseudomonas non pig- 
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mentés. Aérobies strictes, elles possédent une oxydase. Elles 

i 2 
oxydent généralement le glucose ; certaines, pourtant, ne latta- 
quent pas». 


Cette définition nécessite |’étude des caractéres les plus impor- 
tants. Nous insisterons sur ceux qui permettent la distinction 
entre Pseudomonas non pigmentés et Achromobacter. 


MorPHOLOGIE. 


a) Le corps bactérien. — Sa forme a une importance indéniable. 
Les Pseudomonas sont des bacilles droits ou parfois légérement 
incurvés, toujours beaucoup plus longs que larges (0,6 x 1,6 u 
en moyenne). Les Achromobacter, par contre, se présentent sous 
la forme de coccobacilles (0,4 x 0,6 w) simulant parfois les cocci. 
Ce dernier aspect est accentué dans les cultures jeunes : ultérieure- 
ment, on voit apparaitre assez souvent quelques cellules plus 
nettement bacillaires. 


b) Le systéme ciliaire. — En dehors des possibilités restreintes 
d’examen en microscopie électronique, il exige une coloration 
pour étre examiné. Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées a cet 
effet ; celle de Casares-Gil demande un suffisant entrainement du 
manipulateur ; celle de Leifson [44], plus récente, donne de bons 
résultats mais inconstants ; Rhodes [42] a décrit un procédé de 
coloration a argent qui nous a donné entiére satisfaction. Nous 
lutilisons systématiquement car il est simple et rapide. Comme 
toutes les techniques, pourtant, il convient rarement pour les 
souches possédant une abondante substance muqueuse. Elles 
doivent en étre débarrassées au préalable ; nous employons, Aa cet 
effet, la méthode de Warren et Gray [43]; elle consiste a émul- 
sionner les germes dans de l’eau bidistillée additionnée d’hyaluro- 
nidase (0,1 mg pour | millilitre). Enfin, quelle que soit la méthode 
employée, il est indispensable, naturellement, de rechercher les 
flagelles sur des souches dont la mobilité a été suffisamment 
entrainée. 


Dans ces conditions, les 620 Pseudomonas, pigmentés ou non, 
examinés dans notre service depuis trois ans, sont pourvus d’un 
systéme ciliaire polaire, a V’exclusion de tout autre. Dans une 
méme colonie, on trouve des cellules possédant des flagelles mono- 
triches, amphitriches ou lophotriches. Certaines souches pré- 
sentent d’une fagon plus constante l’une de ces trois dispositions, 
seulement. Cette irrégularité nous incite, dans le cadre de cet 
exposé, A diviser simplement les bactéries en trois groupes : A 
flagelles polaires, a flagelles péritriches, et non ciliées, et A aban- 
donner les définitions plus compliquées de Leifson [44], sans 
méconnaitre leur utilité pour d’autres groupes ou espéces. 
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c) La coloration de Gram. — Les Pseudomonas pigmentés ou 
non ne conservent pas la coloration de Gram ; avec le traitement 
habituel par Valcool éthylique, la totalité de la cellule est déco- 
lorée. Les Achromobacter se présentent souvent, au début de leur 
multipheation et méme parfois beaucoup plus tard, comme un 
mélange d’éléments 4 Gram positif et 4 Gram négatif. Ce phéno- 
méne est particuhérement fréquent chez les germes appelés Alca- 
ligenes viscosus et chez certaines souches de B. anifratum. 


PHYSIOLOGIE ET CARACTERES BIOCHIMIQUES. 


a) Type respiratoire. — En utilisant la méthode décrite par 
ailleurs [44] et le milieu viande-foie (V. F.) employé plus particu- 
liérement pour la culture des anaérobies (glucosé a 2 p. 1 000), 
les Pseudomonas et les Achromobacter sont strictement aérobics. 


b) Mobilité. — L’examen microscopique entre lame et lamelle 
ne fournit pas de renseignements suffisamment précis, car d’assez 
nombreuses souches peuvent étre peu mobiles lors de leur premier 
passage sur les milieux artificiels de culture. Nous préférons 
employer lVobservation macroscopique des piqtires d’ensemence- 
ment dans des culots de gélose molle : 


EVO LOSE (DILCON tosis 3 euteiches car ete ea oe necator 10 g 
GIN apart ceegc es tangs aceon ngs aN TS coy. oye nae Bn alr enchae 5 g 
Racto-agare (DWLCO)) sean sree aoe some Sete eyes 5g 
MIE MOLES TATOO Der ascetic fasaahters cto oto em cnctorens 1 000 ml 
pH 7,2. 


Dans ces conditions, tous les Achromobacter que nous avons 
pu examiner sont immobiles ; les Pseudomonas, par contre, sont 
toujours mobiles. Une remarque importante doit étre faite a ce 
sujet; certaines souches, lors de leur isolement ou d’autres 
conservées depuis longtemps dans des collections, peuvent paraitre 
immobiles. Un entrainement sur gélose molle montre qu’il n’en 
est rien ; la mobilité apparait plus ou moins rapidement mais finit 
par étre manifeste et souvent importante. 


c) Température optima de culture. —- 122 Pseudomonas pig 
mentés ou non et Achromobacter ont été ensemencés sur une 
gélose nutritive 4 la tryptose (Difco) et incubés & + 4°, + 22°. 
+ 37° et + 44° durant trente jours. 


Nous avons noté que : 


80 souches cultivent 4 + 4° (65,67 p. 100) ; 
122 souches cultivent 4 + 22° (100 p. 100) ; 

45 souches cultivent & + 37° (36,88 p. 100) ; 
35 souches cultivent 4 + 44° (28,68 B- 100). 
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Le comportement des deux groupes de germes a ces différentes 
températures est indiqué dans la figure 1. 


x 


Leur possibilité de culture a telle ou telle d’entre elles est fonc- 
tion de leur origine ou de l’espece en cause : 

1° Les Pseudomonas aeruginosa cultivent a 44°. 

2° Les Achromobacter et Pseudomonas des denrées alimen- 
taires ou d’eaux de riviére se développent entre + 4° et + 37°; 
ceux isolés des plantes ont une large zone de tolérance allant 
de + 4° a + 44°; les germes provenant de prélévements humains 


100 


Légende : KV) Achromobacter Let Pseudomonas. 


Fie. 1. 


ou d’animaux a sang chaud se multiplient assez rapidement 
a + 44°. On notera que des Pseudomonas non pigmentés isolés 
de matiéres fécales humaines cultivent facilement 4 37°, mais beau- 
coup plus difficilement ou pas du tout a 44°. 

La température optima de développement, en tout cas, est celle 
de 22° ; on l’adoptera pour |’étude des souches d’origine inconnue. 


d) Aspect des colonies sur milieux solides. — On a décrit 
l’aspect particulier des colonies de Ps. aeruginosa sur gélose 
nutritive ; il est moins fréquent chez Ps. fluorescens. i 

Pour les variétés non pigmentées, Gaby et Free {45} signalent 
trois images : 1° les colonies larges, envahissantes, a centre 
smooth, convexe et translucide et 4 périphérie plate, diffuse, a 
bords irréguliers ; 2° les colonies rondes, convexes, finement gra- 
nuleuses ou muqueuses, 4 bords réguliers ; 3° les colonies A bords 
irréguliers, & centre ombiliqué, de texture granuleuse, d’aspect 
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rough. Cette description correspond aux aspects de notre expé- 
rience ; ils se rapprochent de ceux rencontrés pour les formes 
pigmenteées. 


Les colonies d’Achromobacter sont généralement plus petites 
que celles des Pseudomonas non pigmentés. Elles sont rondes, 
a contours nets, et sans tendance a diffuser ; examinées par trans- 
parence, elles sont homogénes et plus opaques. 


e) Pigmentation. — Les pigments des Pseudomonas ne se mani- 
festent pas avec une égale constance et intensité sur les diverses 
variétés de milieux liquides ou solides. Ce phénoméne est bien 
connu et beaucoup d’auteurs ont recommandé des préparations 
différentes pour l’éviter. La majorité des bactériologistes recon- 
nait, aujourd’hui, la supériorité des milieux de King [9], et en 
particulier du milieu B. Dans ces conditions, on peut appeler 
Pseudomonas non pigmentés ceux qui ne synthétisent aucun pig- 
ment hydrosoluble décelable en lumiére de Wood aprés une incu- 
bation prolongée a la température optima de développement. Cette 
appellation ne peut pas étre considérée comme définitive. Au 
cours de leur conservation, certaines souches achromogénes, a un 
moment imprévisible, produisent de la fluorescéine ; cette pro- 
priété apparait plus souvent, selon nos observations, sur gélose 
nutritive additionnée de 1 p. 1000 de nitrate de potassium. 
D’autres, par contre, restent apigmentées au cours d’observations 
prolongées de plusieurs dizaines d’années. Sur le milieu B de 
King, en lumiére de Wood, aucun Achromobacter n’est fluores- 
cent; aucun pigment n’est décelable, non plus, en lumiére ordi- 
naire. 


f) Oxydase et cytochrome-orydase. — La connaissance de ces 
systémes a transformé |’étude des bacilles 4 Gram négatif. Elle 
met A notre disposition un test nouveau d’une grande utilité pour 
leur définition. 


Différentes techniques peuvent étre utilisées. Nous rappellerons, 
pour l’oxydase, celle de Gordon et Mc Leod {16] utilisant le chlor- 
hydrate de para-diméthyl-phényléne-diamine qu’on peut avanta- 
geusement remplacer par |’oxalate beaucoup plus stable. Nous 
préférons la méthode de Kovacs [47]: au centre d’un petit frag- 
ment de papier-filtre (Whatman 1) placé sur une lame de verre 
on dépose deux a trois gouttes d’une solution aqueuse 4 1 p. 100 
de tétra-méthyl-para-phényléne-diamine-hydro-chlore ; on préléve 
un peu de la souche a étudier (colonie sur gélose) au moyen d’un 
fil de platine et on l’étale en strie sur le papier imbibé du réactif. 
Une coloration violet brundtre survenant immédiatement prouve 
lexistence d’une oxydase. Il ne faut pas tenir compte des réac- 
tions plus tardives. 
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Gaby et Hadley {48} recherchent la cytochrome c oxydase de la 
facon suivante: a 5 ml d’une culture en bouillon de douze a 
dix-huit heures du germe a étudier, on ajoute 0,3 ml d’une solu- 
tion aqueuse a 1 p. 100 d’oxalate de para-amino-diméthyLaniline, 
puis 0,2 ml d’une solution alcoolique a 1 p. 100 d’o-naphtol. On 
agite vigoureusement. L’apparition rapide d’une couleur bleu 
outremer (bleu d’indophénol) indique l’existence d’une cytochrome 
oxydase. Ewing et Johnson {49] ont adapté ce procédé aux cultures 
en milieu solide. Le germe est cultivé sur gélose nutritive ; aprés 
dix-huit A vingt-quatre heures d’incubation, on verse alors 4 sa 
surface deux a trois gouttes de chacun des réactifs suivants : 


1° Solution 4 1 p. 100 d’o-naphtol dans l’alcool a 95° ; 
2° Solution a 1 p. 100 d’oxalate de para-amino-diméthylamine 
dans l’eau distillée. 


On agile doucement pour qu’elles recouvrent les colonies. Une 
réaction positive se traduit par une couleur bleu intense qui doit 
survenir en deux minutes, au plus. Cette technique donne d’excel- 
lents résultats. 

Dans notre service, M™® Viarre a mis au point un procédé simple 
permettant de déceler successivement loxydase puis la _ cyto- 
chrome oxydase : dans un tube de verre de 12 x 80 mm, on 
place 0,5 ml (10 gouttes) d’une solution aqueuse 4 1 p. 100 d’oxa- 
late d’amino-diméthyl-aniline ; on ajoute 2,5 ml environ d’une 
culture de 18-24 heures du germe en eau peptonée ou en bouillon. 
On agite. Une coloration rose apparaissant en quelques secondes, 
traduit la présence d’une oxydase. On ajoute alors 0,25 ml 
(5 gouttes) d’une solution alcoolique d’a-naphtol a 1 p. 100. Une 
coloration rapide, bleu vif, survient s'il existe une cytochrome 
oxydase. 


Dans un travail antérieur paru en 1959 [8], nous avons signalé 
que, dans ces conditions, 800 souches d’Enterobacteriaceae (Sal- 
monella, Shigella, Proteus, Providencia, Escherichia, Citrobacter, 
Klebsiella, Cloaca) s’avéraient démunies d’oxydase. Par contre, 
celle-ci existait chez 100 p. 100 des Pseudomonas examinés. Ewing 
et Johnson [19], en 1960, confirment ces résultats en recherchant 
la cytochrome oxydase. Leurs constatations, encore fragmentaires, 
permettent de diviser les bacilles 4 Gram négatif en deux groupes : 

1° Oxydase — : Escherichia, Shigella, Salmonella, Arizona, 
Citrobacter, Klebsiella, Aerobacter, Hafnia, Proteus, Providen- 
cla, Erwinia et Xanthomonas. 

2° Oxydase + : Aeromonas, V. comma et autres Vibrio, Pseu- 
domonas, Flavobacterium, Alcaligenes. 


La biologie des bactéries, comme celle des autres étres vivants, 
met souvent en évidence des cas d’exception. Nous venons d’en 
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avoir un exemple avec les Pseudomonas. Le D™ Eddy, de Cam- 
bridge, a eu l’amabilité de nous envoyer deux souches de Pseudo- 
monas pigmentés pathogénes des plantes, qui étaient dépourvues 
d’oxydase au moment de leur examen dans son laboratoire et dans 
le notre. Elles sont l’objet actuellement de recherches complé- 
mentaires. 


Dans le cadre de cette étude, nous retiendrons que les Pseudo- 
monas non pigmentés possédent une oxydase ou une cytochrome 
oxydase. Nous envisagerons plus loin, la question plus complexe 
des Achromobacter. 


g) Oxydation du glucose. — Les bactéries peuvent étre divisées 
en quatre groupes d’aprés Jeur comportement sur les milieux glu- 
cosés appropriés : fermentantes, oxydantes, inertes et alcalini- 
santes. 


Dans la fermentation, la molécule de glucose d’abord phospho- 
rylée est rompue en deux molécules de triose qui sont transformées 
ensuite. Dans l’oxydation, il n’y a probablement pas de rupture 
en trioses ; la fraction aldéhydique est oxydée en un groupe car- 
boxyl formant de V’acide gluconique. L’oxygéne n/’intervient pas 
dans le premier de ces processus; il est indispensable dans le 
second. 


Cette recherche du mode de transformation du glucose est aussi 
utile que celle des cytochromes oxydases pour la classification des 
bacilles 4 Gram négatif. Un systéme qui n’en tiendrait pas compte, 
ménerait certainement aux erreurs que les bactériologistes ont 
involontairement faites dans le passé, en désignant sous le nom 
de « fermentations sucrées » des processus tres différents. 


Le milieu de Hugh et Leifson {20} donne de bons résultats pour 
leur recherche. Il est décrit par Véron [44]. 


Dans le tube recouvert d’huile, l’oxygéne ne peut intervenir. 
Si Vindicateur vire au jaune, la transformation du glucose qu il 
traduit ne peut étre due qu’a une fermentation. Dans ce cas, 
d’ailleurs, les deux tubes inoculés présentent le méme virage. Au 
contraire, la bactérie qui oxyde le sucre, agit seulement dans le 
milieu au contact de lair. 


Pour les travaux de routine, on peut utiliser le milieu suivant : 


Bacto-peptone e(DilCO) ie smercde cee tilde sire 2 g 
Protéose peptone n° 3 (Difco) .............. 10 g 
(SING Pt eon te is ai sci Ie as ee eres 5 g 
PORKGH Batre Mr. carne Sa retest: Serene OSes 
ROUGE Ges Phenols. cee eee: ees es eines ae 0,025 g 
Bacto-acarm(DiicOn ne eee 5 g 


AURIS TID Get et de cot sttece dispose ete wer ae re 1 000 ml 
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ajusté a pH 7,6. On répartit des culots de 85 mm de hauteur 
environ (4 ml) dans des tubes de 8 x 180 mm. On autoclave vingt 
minutes a 120°. Au moment de l’emploi, on régénére au bain- 
marie bouillant pendant dix minutes. On ajoute une quantité suf- 
fisante d’une solution de glucose (stérilisée par filtration) pour 
obtenir une concentration finale en sucre de 1 p. 100. Lorsque la 
gélification est suffisante, on inocule le culot par une longue 
piqdre centrale. On incube a la température optima de dévelop- 
pement. L’oxydation se traduit par un virage au jaune dans la 
zone supérieure des 10 mm, les parties plus profondes du milieu 
restant rouges. Dans la fermentation, la coloration jaune s’étend 
a toute la hauteur du milieu et peut s’accompagner de bulles de 
gaz si la bactérie étudiée est aérogéne. On peut ainsi observer, 
en méme temps, la mobilité des germes anaérogeénes. 

Sur les deux milieux décrits, certaines bactéries n’attaquent pas 
le glucose ; dans ce cas, l’indicateur coloré ne vire pas ou vire 
vers la zone alcaline de pH. Ce dernier phénoméne est dt 4a la 
libération de bases au cours de la transformation des matiéres 
protéiques. On dit alors que le germe est « inerte » ou « alca- 
linisant ». 

Les études systématiques nécessaires pour classer les bacilles 
a Gram négatif dans les catégories oxydantes, fermentantes, 
inertes et alcalinisantes ne sont pas encore terminées. On peut 
cependant retenir des faits suffisamment confirmés : 

Les Enterobacteriaceae (Escherichia, Klebsiella, Cloaca, Proteus 
et Providencia, Salmonella, Shigella, Alcalescens-Dispar, Serratia, 
Erwinia) et les Aeromonas fermentent le glucose ; 

Les Vibrio, en général, se comportent de la méme facon ; cer- 
taines espéces, pourtant, sont inertes ou alcalinisantes ; 

Les Pseudomonas oxydent le glucose ; quelques souches alcali- 
nisent et on les rencontre plus souvent parmi les variétés achro- 
mogénes ; 

Les Xanthomonas et les Flavobacterium sont également oxy- 
dants ; pourtant, d’assez nombreux types oxydent d’abord le 
glucose puis le fermentent discrétement deux ou trois jours plus 
tard ; 

Les Alcaligenes, comme leur nom J’indique, alcalinisent fran- 
chement les deux milieux de culture proposés ci-dessus. 

Nous étudierons plus loin le comportement des Achromobacter. 


La recherche des processus d’oxydation ou de fermentation 
n’est pas limitée naturellement 4 un seul sucre et peut étre éten- 
due 4 d’autres hydrates de carbone. Pour les genres dont il est 
question ici, cette extension est inutile. Nous signalerons pour- 
tant que les Pseudomonas oxydants se comportent comme les 
B. anitratum sur la gélose lactosée 4 10 p. 100 dont nous avons 
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donné Ja formule de composition par ailleurs [24]. Le lactose 
est oxydé en acide lactobionique, mais beaucoup plus lentement 
(deux 4 douze jours) que dans le cas des B5W (vingt-quatre 
heures). Cette observation montre que la définition du manuel 
de Bergey doit étre revue ; les Pseudomonas attaquent générale- 
ment le lactose, au contraire de ce qu’on prétend. 


Les caractéres essentiels décrits ci-dessus : morphologie, sys- 
téme ciliaire, pigmentation, oxydase et cytochrome oxydase, 
oxydation ou fermentation du glucose, sont suffisants pour défi- 
nir les Pseudomonas pigmentés ou non. D’autres, bien connus 
ou signalés par Rhodes [40] peuvent éventuellement les compléter : 


1° Production d’ammoniaque libre sur eau peptonée ; aprés 
sept jours a 25° le milieu est alcalin (pH 8,6). 


2° Absence de production d’indole et d’acétoine, quand, pour 
les souches pigmentées, la fluorescéine ne masque pas la réac- 
tion colorée (Barritt ou O’ Meara). 


3° Utilisation constante du citrate de sodium sur les milieux 
de Koser ou de Simmons. 


D’autres propriétés intéressantes sont décrites dans le travail 
consacré aux Pseudomonas pigmentés [44]. Nous ne parlerons pas 
non plus de la structure antigénique de ces bactéries qui a été 
Vobjet, pour Ps. aeruginosa, de recherches de Véron [22]. 


Il. — Les Achromobacter. 


Les travaux réalisés depuis quelques années sur les Pseudo- 
monas ont été fructueux. Nos connaissances sont maintenant suf- 
fisantes pour que l’identification des souches atypiques comme les 
achromogénes, ne pose plus de probléme difficile quand elles 
sont rapidement mobiles ou quand elles oxydent franchement le 
glucose. Leur distinction avec les Achromobacter reste discutée, 
cependant, dans d’autres cas. Les bactériologistes congoivent 
d’ailleurs ce dernier groupe de bactéries de facon trés différente. 
Leur étude est moins avancée ou a fourni des résultats moins 
constants. 


L’examen de 310 souches meéritant le nom d’Achromobacter 
nous a montré que la majorité d’entre elles répondaient a la défi- 
nition suivante : Bactéries de forme courte, coccobacillaires, aspo- 
rulées, toujours immobiles. La majorité des cellules sont 4 Gram 
négatif mais certaines d’entre elles, jeunes ou méme plus dgées, 
peuvent conserver cette coloration. Elles ne sont pas pigmentées. 
Aérobies strictes, elles poss¢dent ou ne possédent pas d’oxydase. 
Elles ne fermentent jamais le glucose et ne |’oxydent pas. Elles 
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alcalinisent, en général, le milieu de Hugh et Leifson au contact 
de l’air. 


Le groupe des Achromobacter ainsi délimité ne correspond pas 
a celui qui est décrit dans le manuel de Bergey. Il se rapproche 
plus du genre Acinetobacter de Brisou et Prévot [23]. Les carac- 
tares proposés, l’ont été aprés des observations signalées ci- 
dessous. 


a) Morphologie et mobilité. — L’aspect coccobacillaire est 
constant et caractéristique. Les B5W dont il est parlé ailleurs [24] 
donnent des images identiques ou voisines. On ne peut le confondre 
avec la forme bacillaire allongée et généralement fine des Pseudo- 
monas. La coloration de Gram sur les cultures jeunes étant retenue 
par une partie des cellules, des observateurs peu avertis peuvent 
les considérer comme des cocci Gram +, dans certains cas, tant 
la tendance 4 la forme coccoide est prononcée. 


Ces cellules sont immobiles et done dépourvues de flagelles. 
Ce caractére oppose nettement notre groupe au genre Achromo- 
bacter du manuel de Bergey et a celui de Prévot. Tous deux, en 
effet, décrivent des Achromobacter mobiles, munis de cils péri- 
triches. L’espéce type du genre appelée Achromobacter liquefa- 
clens et qui aurait cette ciliature, est maintenant trés discutée. 
Breed [2] pense qu’elle n’a probablement jamais existé et qu’il 
s’agit vraisemblablement d’un Pseudomonas non pigmenté. Malgré 
nos recherches poursuivies depuis dix ans, nous ne l’avons pas 
isolée dans les milieux naturels et les produits alimentaires ot 
l’on avait quelque chance de la rencontrer. Nous ne pouvons nier 
Vexistence des Achromobacter iophagus, thalassius, delicatulus, 
zerosis, aquamarinus, guttatus, cycloclastes, pestifer et superfi- 
cialis, qui posséderaient la méme mobilité. Nous dirons seulement 
que nous ne les avons pas rencontrés en possession des caractéres 
signalés pour eux dans la littérature. Celle-ci, d’ailleurs, nous en 
donne des descriptions tellement incomplétes qu’on cherche sou- 
vent la raison de leur inclusion dans le genre Achromobacter. 
Nous avons, pourtant, trouvé des souches voisines mais elles 
étaient halophiles strictes. Il parait discutable d’inclure dans la 
classification générale des bactéries aérobies celles qui possédent 
ce caractére ; a notre avis, les germes halophiles stricts devraient 
étre rangés dans un ensemble distinct, car les techniques utilisables 
pour leur étude, les résultats qu’elles fournissent, nos actuelles 
connaissances sur leur métabolisme, incitent a les envisager 
comme des organismes particuliers. 


b) Oxydase et cytochrome oxydase. — Sur 31 souches étudiées 
complétement, 19 possédent une oxydase et 12 n’en ont pas. Tous 
leurs autres caractéres sont identiques, cependant. Celles qui en 


PSEUDOMONAS NON PIGMENTES 65 


en sont démunies se rapprochent ainsi des B5W dont il est parlé 
dans un autre exposé de ce fascicule [24]. Cette observation est 
importante ; l’équipement des bactéries en cytochrome-oxydase 
peut étre considéré comme originel et donc utile pour leur classi- 
fication. Si, au cours de recherches ultérieures employant des 
techniques plus sensibles, leur absence est confirmée, elle nécessi- 
tera vraisemblablement la subdivision du groupe proposé ici. 


c) Action sur le glucose. — En employant le milieu de Hugh 
et Leifson, les 31 souches examinées alcalinisent franchement la 
partie superficielle du milieu au contact de l’air. Nous n’avons 
jamais observé d’oxydation du glucose, mais quelques-uns de nos 
correspondants étrangers nous ont signalé avoir remarquée par- 
fois de facon trés discréte. 

Cette alcalinisation des milieux de culture est considérée comme 
caractéristique du genre Alcaligenes. Avec Brisou [25], on peut se 
demander si la définition d’un genre fondé sur cette propriété 
assez fréquente chez des germes trés différents, est valable en 
taxinomie. Nous ne le pensons pas et sommes favorables a |’incul- 
sion des Alcaligenes dans les Achromobacter. Pour nous, par 
exemple, |’Alcaligenes viscosus (Alcaligenes viscolactis) a l’en- 
semble des caractéres que nous attribuons aux Achromobacter. 
Le cas des Alcaligenes faecalis mobiles par cils péritriches, reste 
a discuter. Nous avons signalé ailleurs [3] n’avoir jamais rencontré 
cette bactérie au cours de 3 000 coprocultures ; les souches sem- 
blant répondre a la définition telle qu’elle est donnée dans le 
manuel de Bergey (7° édition), étaient des Pseudomonas non pig- 
mentés ; certaines autres venant de collections et portant la méme 
dénomination étaient des Vibrio alcalinisant le milieu de Hugh 
et Leifson. On se demande d’ailleurs si beaucoup de ces souches 
insuffisamment étudiées ne sont pas des Agrobacterium. C’est, 
semble-t-il, l’avis de Brand [26] qui visiblement conseillé par 
Carpenter, classe les « B. alkaligenes » isolés de 6 hémocultures 
dans les Rhizobiaceae. 

En faisant intervenir la morphologie du corps bactérien et son 
systéme ciliaire, la distinction entre Pseudomonas non pigmentés 
et Achromobacter n’est pas difficile. D’autres tests ont été pro- 
posés et sont utiles pour la confirmer. 

L’un d’eux a été décrit par Shewan, Hodgkiss et Liston [27]. II 
fait appel a la différence de sensibilité de ces deux groupes 4a la 
pénicilline. Sa technique est résumée ci-dessous : 

On inonde avec 3 ml d’eau salée a 8,5 p. 1 000, une culture de 
24 heures sur gélose nutritive. On en porte une anse bouclée dans 
5 ml d’eau peptonée ou d’eau salée. On étale a la surface d’une 
boite de Petri (100 mm) contenant de la gélose nutritive (5 mm 
d’épaisseur) une goutte de la suspension obtenue. On dépose alors 
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un disque habituel de papier imbibé de pénicilline (2,5 U. O.). On 
incube a 25° et on mesure les zones d’inhibition aprés dix-huit 
a vingt-quatre heures. 


Dans ces conditions, les Pseudomonas pigmentés ou non 
(28 souches) sont résistants a la pénicilline ; les Achromobacter, 
au contraire, y seraient sensibles, les zones d’inhibition variant 
de 30 A 50 mm. Ce comportement est discuté dans un autre article 
de ce fascicule {28]. On ne peut prévoir si le test de Shewan et coll. 
restera valable dans |’avenir. L’utilisation de plus en plus fré- 
quente des antibiotiques pour la stabilisation des produits alimen- 
taires ou l’on rencontre plus particuli¢rement les Achromobacter 
peut, en effet, en modifier les résultats. 


Sherris et coll. [29] ont décrit récemment une propriété des 
Pseudomonas qu’ils jugent intéressante pour leur identification 
ils sont capables en deux heures de transformer plus de 50 p. 100 
de l’arginine présente dans un milieu de culture déterminé. Cette 
destruction rapide n’a pas été constatée par eux chez les Achro- 
mobacter, les B. anitratum, les Enterobacteriaceae et chez quelques 
souches de Vibrio, Morazella et Xanthomonas. En utilisant la 
technique qualitative de « Manchester » décrite par les auteurs, 
les résultats encore insuffisants obtenus par nous sont les suivants : 


SOUCHES 

ETUDIFES + = 
RS. Gent QULOSO = ey ee eer ete (Al 71 0 
PsP tflmorescens ae arene if a 0 
Pseudomonas non pigmentés ... 16 11 5 
135 CHOUMAROMSUNIO S8eob ool CHocdcaeoc 14 it 7 
ACRTOMOOGCLE CMe) ee eet iu 0 all 


lis sont intéressants et doivent étre complétés par d’autres 
recherches en cours. Il ne faut pas négliger ce test complémen- 
taire utile, en tout cas, pour la distinction rapide des Achromo- 
bacter et des Pseudomonas non pigmentés, peu mobiles lors de 
leur examen. 


CONCLUSIONS ET RESUME. 


En tenant compte de la morphologie du corps bactérien, du 
systéme ciliaire, du mode d’action sur le glucose, des oxydase et 
cytochrome oxydase, il est actuellement possible de distinguer 
facilement les Pseudomonas non pigmentés des Achromobacter 
tels que nous avons proposé de les définir : 


Pseudomonas non pigmentés : formes bacillaires mobiles par 
un systéme ciliaire exclusivement polaire : possédent toujours 
une oxydase ou une cytochrome oxydase ; ne fermentent jamais 
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le glucose mais Voxydent en général ou, plus rarement, ne 
Vattaquent pas. 


Achromobacter : formes coccobacillaires immobiles ; possédent 
ou non une oxydase et une cytochrome oxydase ; ne fermentent pas 
le glucose et ne l’oxydent pas en général; alcalinisent le plus 
souvent le milieu de Hugh et Leifson. 

La destruction rapide de l’arginine réalisée souvent par les 
Pseudomonas non pigmentés et jamais par les Achromobacter 
peut compléter les caractéres ainsi retenus. 

Ces définitions devront certainement étre revues dans |’avenir. 
La question des Pseudomonas est maintenant convenablement 
éclaircie et nos connaissances a4 leur sujet sont suffisantes. Celle 
des Achromobacter, par contre, exige des études complémen- 
taires ; il faut s’intéresser particuliérement aux formes mobiles 
décrites dans le passé et les examiner au moyen des techniques 
dont nous disposons aujourd’hui. [I] en est de méme pour les 
Alcaligenes mobiles, qui semblent voisins des Achromobacter ou 
des Agrobacterium ; on pourra les inclure dans l’un ou J’autre 
de ces groupes. Il est possible, en tout cas, en retenant les carac- 
teres signalés ci-dessus, d’établir des limites précises entre les 
Enterobacteriaceae, les Vibrio, les Pseudomonas et les bactéries 
que nous proposons d’appeler Achromobacter. L’examen des tra- 
vaux publiés dans un passé récent montre que cette mise au point 
était nécessaire pour obtenir des résultats plus fructueux dans les 
recherches a poursuivre. Elle a, au moins, nous l’espérons, le 
mérite de clarifier une question difficile. 
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A PROPOS D’ALCALIGENES FAECALIS 


par P. THIBAULT. 


(Institut Pasteur), 


Peu de temps aprés sa description par Petruschky en 1896 [4], 
plusieurs bactériologistes ont considéré Bacillus alcaligenes 
faecalis comme le chef de file d’un groupe de bactéries. Leur 
opinion a recu une sorte de consécration lorsque Castellani et 
Chalmers, en 1919 [2], en ont fait, sous le nom « Alcaligenes 
faecalis », espéce-type d’un genre nouveau. Le genre Alcaligenes 
comprenait alors 3 espéces, mais leur nombre n’a pas tardé 
a augmenter et a subir des fluctuations nombreuses suivant les 
époques et les auteurs. Des bactéries a caractére pathogéne bien 
défini, comme A. melitensis, A. abortus, ont toléré peu de temps 
la parenté qu’on leur avait attribuée. Dans le Bergey’s Manual 
(1957 [8]) figurent encore 6 espéces. Elles se distinguent les unes 
des autres par des caractéres comme la mobilité, l’action sur la 
eélatine et le lait; mais leur définition s’inspire généralement 
de travaux anciens qui n’ont été ni confirmés ni complétés. 


Il est parfois bien difficile de donner un nom sans ambiguité 
a certains germes trouvés au cours d’une analyse. Il n’est pas rare 
d’isoler de produits pathologiques, selles, urines, sang, liquide 
pleural, expectoration, etc., des bacilles Gram négatifs, dont les 
caractéres observés d’abord sur un petit nombre de milieux 
orientent le diagnostic vers le groupe Alcaligenes. Ce sont des 
bacilles mésophiles, aérobies stricts, qui se développent relati- 
vement bien sur les milieux usuels, sans élaborer de pigment ; 
ils n’attaquent avec production d’acide ni glucose, ni lactose, ni 
mannitol, alcalinisent le petit-lait tournesolé, ne forment pas 
d’indole, ne possédent pas d’uréase. S’ils sont mobiles et non pro- 
téolytiques, on pense a A. faecalis. Malheureusement, soixante 
années de discussion ne semblent pas avoir fait l’unanimité sur 
la morphologie de l’espéce-type. Certains auteurs ne précisent 
pas la disposition de son appareil ciliaire, d’autres exigent qu’elle 
soit péritriche, d’autres enfin n’ont jamais rencontré que des 
bacilles a ciliature polaire. Ce fut encore récemment le cas de 
Buttiaux et Gagnon (1958 [4]), qui ont examiné 122 souches pro- 
venant du milieu extérieur et de produits alimentaires. 
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Brisou et Prévot (1954 [5}) estiment excessive l’importance taxi- 
nomique accordée au bacille de Petruschky ; pour eux, aucun 
argument sérieux ne permet de défendre l’autonomie du genre 
Alcaligenes qui doit disparaitre et se fondre dans le genre Achro- 
mobacter. 

Les buts de ce rapport sont trés limités : rappeler une situation 
confuse, faire part de quelques constatations personnelles réa- 
lisées au cours d’examens de cultures-types et de cultures récem- 
ment isolées, susciter enfin de nouveaux travaux qui permettent 
de leur attribuer une place logique dans la classification. 


RAPPEL HISTORIQUE 


Lorsque Petruschky (1896 {4]) a décrit le bacille qu’il avait isolé, 
d’abord de biére altérée, puis de selles humaines, il l’a fait en 
comparaison avec le bacille typhique avec lequel il craignait des 
confusions. Les deux germes possédaient une mobilité vive et une 
ciliature péritriche, se décoloraient par la méthode de Gram, 
avaient des colonies semblables, ne coagulaient pas le lait, ne for- 
maient pas de gaz en milieux sucrés, n’élaboraient pas d’indole ; 
le bacille de Petruschky se distinguait seulement par l’abondance 
du trouble en petit-lait tournesolé et Valcalinisation de ce milieu 
en quarante-huit heures, l’épaisseur de l’enduit sur pomme de 
terre et absence de lyse in vivo dans l’épreuve de Pfeiffer, en 
présence d’un sérum anti-bacille d’Eberth. 

Dans les années suivantes, plusieurs auteurs ont confirmé les 
caractéres biochimiques et introduit des milieux différentiels sucrés 
avec indicateur de production d’acide. Berghaus a démontré une 
autre propriété fondamentale : l’aérobiose stricte. 

Mais ni Berghaus (1905 {6}), ni Klimenko (1907 [7]) n’ont été 
capables de déceler dans les diverses souches qu’ils ont étudiées, 
méme celles qu’ils avaient regues de Petruschky, des bacilles a 
ciliature péritriche, Tous avaient des cils polaires et ressemblaient 
a des cultures de Bacillus fluorescens, non liquefaciens, ayant 
perdu la faculté de produire du pigment. 

Des observations de ce genre ont amené beaucoup de bactério- 
logistes 4 douter du bien-fondé de la description originale. Ainsi 
Lehmann et Neumann {8} ont décrit sous le nom de « Vibrio alcali- 
genes » Petruschky un bacille lophotriche qui parait étre pour eux 
le seul représentant du groupe physiologique Alcaligenes. Vibrio 
alcaligenes, Alcaligenes faecalis seront désormais souvent 
employés comme synonymes. 

En 1980 cependant, Ryti [9] a signalé qu’elle avait isolé du sang 
ou de selles de malades 6 souches de bacilles péritriches, vivement 
mobiles. En 1935, Nyberg [40] a étudié 134 souches parmi les- 
quelles il a distingué deux groupes principaux : des bacilles courts 
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et trapus, peu mobiles, la plupart péritriches, avec des cils habituel- 
lement peu nombreux, mal formés, donnant parfois l’impression 
d’étre brisés, correspondraient au bacille de Petruschky ; des 
bacilles allongés, minces, quelquefois incurvés, vivement mobiles, 
munis de trois ou quatre cils polaires seraient identiques 4 Vibrio 
alcaligenes de Lehmann et Neumann. Les constatations de Turck 
(1952 [41}) sont assez voisines ; pour elle, cependant, la morpho- 
logie du corps microbien est plus importante que la disposition 
des cils; les bacilles longs peuvent étre péritriches, mono ou 
lophotriches. 

Conn (1940 [42], 1942 [43}) a décrit, lui aussi, le systéme ciliaire 
souvent imparfait mais péritriche de l’espéce-type du genre Alca- 
ligenes et exclu de ce genre les bactéries a ciliature polaire. Il a 
constaté Vineapacité d’A. faecalis & se développer sur milieu syn- 
thétique minéral contenant du glucose comme seule source de car- 
bone. Il a suggéré que cette propriété pouvait le différencier de 
bactéries du sol, trés voisines. 

Hugh et Leifson (1953 {14]), Leifson (1958 [45], 1960 [16]) ont 
distingué parmi les bacilles inactifs sur les hydrates de carbone 
trois types morphologiques : péritriche, lophotriche, monotriche, 
qu’ils proposent de classer respectivement dans les genres Alcali- 
genes, Lophomonas ou Pseudomonas. Ils ont décrit « A. denitri- 
jicans » (1954 {17]) qui se distingue d’A. faecalis par la réduction 
des nitrates en N moléculaire et la culture en anaérobiose en pré- 
sence de nitrate. Galarneault et Leifson (1956 [48]) ont proposé 
le nom « Lophomonas alcaligenes » qui serait synonyme de 
« V. alcaligenes » Lehmann et Neumann pour des bacilles munis 
d’une touffe de deux a quatre cils polaires, décrivant rarement 
plus d’une ou deux courbes ; ces bactéries possédent constamment 
une oxydase, ne sont pas gélatinolytiques, réduisent le nitrate en 
nitrite, produisent de 1’SH, révélé par les sels de plomb, acidi- 
fient oxydativement le glycérol, etc. 

Sarkar et coll. (1959 {419}) ont étudié 200 souches : 57 étaient 
immobiles et dépourvues de cils, 64 péritriches ; 19 contenaient 
en mélange des cellules a ciliature péritriche ou polaire ; les 
60 autres étaient monotriches ou amphitriches, mais les auteurs 
désignent tous ces microbes sous le nom A. faecalis et ne semblent 
pas attribuer de valeur taxinomique aux différents caractéres mor- 
phologiques ou physiologiques qu’ils ont observés. 

Moore et Pickett (1960 [20]), sur 40 souches évoquant par leurs 
caractéres le genre Alcaligenes, ont trouvé seulement 6 péritriches; 
4 étaient non ciliées, 24 étaient lophotriches, mais aucune ne cor- 
respondait exactement a la description de Lophomonas alcaligenes. 


Hugh et Ryschenkow (1960 {24]) ont isolé & maintes reprises de 
produits pathologiques un bacille a ciliature polaire multitriche, 
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protéolytique, qu’ils nomment Ps. maltophilia et qui risque d’étre 
confondu avec un Alcaligenes. Il ne produit, en effet, pas d’acide 
aux dépens du glucose, ni de la plupart des glucides, mais attaque 
par voie oxydative le maltose; il est remarquable aussi par la 
possession d’une lysine-décarboxylase. 

L’étude du métabolisme des composés azotés par A. faecalis, 
esquissée par Braun et Cahn-Bronner (1921 [22]), par Berthelot 
et M™ Amoureux (1938 [23]), a été reprise par Denault, Cleverdon 
et Kulp (1953 [24]). Seuls de 39 composés organiques, |’acide 
aspartique, l’asparagine, histidine, le glutathion permettaient une 
multiplication abondante, mais les quatre cultures utilisées 
n’avaient pas un comportement uniforme. 


MatTERIEL ET METHODES. 


Les études effectuées ont porté sur 53 souches. Le professeur 
Leifson et le D’ Hugh avaient aimablement envoyé 7 cultures et le 
professeur Cleverdon, 2; 5 souches provenaient de la National 
Collection of Types Cultures, 2 de la Collection de 1’Institut 
Pasteur. Les 37 autres cultures avaient été recues a ce laboratoire 
de la Collection pour examen ; toutes avaient été isolées récem- 
ment de sang, de liquide céphalo-rachidien, d’urines, d’expecto- 
rations, de suppurations et de produits pathologiques divers 
d’origine humaine, parfois aussi de plasma pour transfusion, de 
cultures de tissu ou de substances médicamenteuses contaminées, 
voire méme de solutions de streptomycine. 


Les techniques utilisées étaient généralement celles décrites dans 
le rapport de M. Véron [25]. 

Un examen préliminaire avait montré que tous ces bacilles méso- 
philes, mobiles, Gram-négatifs, étaient aérobies-stricts : ils se 
développaient exclusivement dans la zone superficielle de la gélose 
profonde dépourvue de nitrate; pour cette raison, la méthode 
macroscopique de recherche de la mobilité par piqdre dans un 
culot de gélose molle donnait des résultats d’interprétation souvent 
difficile, inférieurs a ceux de l’examen direct microscopique, la 
diffusion microbienne se faisant mal dans la masse du milieu. 

Les bacilles n’élaboraient pas de pigment méme sur milieu B 
de King (1954 [26}). Ils alcalinisaient d’emblée le petit-lait tourne- 
solé, Ils alcalinisaient aussi les milieux liquides peptonés au glu- 
cose, lactose, mannitol, ou le milieu gélose « glucose-lactose-SH, ». 
Sur milieu « urée-indole », ils se montraient dépourvus d’uréase, 
de tryptophane-désaminase (Thibault et Le Minor, 1957 [27]), et 
ne formaient pas d’indole, pas plus qu’en eau peptonée. L’ense- 
mencement en lait, en culots de gélatine nutritive, sur sérum 
coagulé manifestait ou non leur pouvoir protéolytique. 
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Un examen plus approfondi comportait la coloration de cils 
effectuée selon la méthode de Leifson (1951 [28}) ou celle de 
Rhodes (1958 [29}) qui donnent des résultats similaires ; la méthode 
de Leifson est plus rapide, fournit des images plus fines lorsqu’elle 
est parfaite, mais la préparation du colorant est plus délicate. 


La recherche de ]’oxydase était effectuée pour toutes les souches 
suivant le procédé de Kovacs [80], sur papier, avec une solution 
de chlorhydrate de tétraméthyl-paraphénylene-diamine a 1 p. 100. 
La recherche de la cytochrome-oxydase n’a pas été systémati- 
quement pratiquée, mais surtout lorsque le test de l’oxydase avait 
paru un peu douteux : les résultats les plus indiscutables s’obte- 
naient en versant les deux réactifs de Gaby [34] sur les colonies 
isolées. 


L’attaque des glucides était éprouvée selon la technique de Hugh 
"et Leifson [14] sur milieu modifié par Véron et Chatelain 
(1960 [32}). Les tubes de macération gélosée, additionnée de glu- 
cose, lactose, maltose, saccharose, arabinose, xylose ou glycérol, 
restaient en observation pendant trois semaines a 37°; dans 
quelques cas, l’épreuve était faite en double 4 37° et 4 30°, sans 
différence sensible. Quel que soit le virage final de l’indicateur, 
la culture provoquait d’abord, dans tous les cas, une alcalinisa- 
tion de la surface. 


Pour rechercher le développement en présence de sels minéraux 
et de glucose, on utilisait le milieu suivant : 


NACE Te retlah tote clotitiias ce aeainna meas’ on 5 g 
MoSOGPHoO)meie nd acta eae ee ee Caen ah. gee en 0,2 ¢ 
CONEID) EDO Pa eee ess oc nos Segre hiatal ee vee oe Lae, 
JIS WENO Vin 3 Wet i. Seca ge Cee ten Re mR ner) Smetana ik  & 
PIN BCIStINIGE erence tte incase aise toy oeterecens aes treo 1000 ml 
Solution sodique 4 1/500 de bleu de bromo- 

UOC KG) Gch Satta aeons, 0 o) eROn ne OID Sere carter oie 40 ml 
Gélosemlavee? =:..t sce i bone ac ot es 20 g 
pH 6,8. 


On Vensemencait en strie, comme le milieu de Simmons, avec 
une suspension de bactéries prélevées d’une culture de 20 heures 
sur gélose ; on observait pendant quatre jours a 37°. ' 

La recherche de réduction du nitrate en nitrite s’opérait sur 
des cultures en bouillon contenant 1 p. 1000 de nitrate de K ; 
celle de H,S sur gélose au sous-acétate de Pb. Avec ces germes 
aérobies-stricts le noircissement ne se produit jamais ni rapide- 
ment ni dans la profondeur du milieu, et l’interprétation ne peut 
se faire comme avec les Enterobacteriaceae; un brunissement 
intense, méme localisé en surface et survenant en deux ou trois 
jours, est considéré comme une réaction positive. 
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La transformation de la lysine en cadavérine était mise en évi- 
dence par la méthode de Carlquist modifiée [27], en utilisant un 
milieu « glucose-lactose-SH, » contenant une peptone trypsique de 
fibrine ou de caséine. 


R&SULTATS. 


L’examen microscopique de 53 souches a conduit a distinguer 
deux groupes morphologiques que des caractéres biochimiques 
permettent de subdiviser. 


Morpnotociz. — Tous les microbes étudiés ont une forme bacil- 
laire, mais les uns sont courts et trapus, parfois cocciformes, les 
autres minces et allongés. 


Les bacilles trapus ont leurs deux diamétres presque égaux mais 
présentent, simultanément, dans la plupart des cultures, quelques 
éléments plus allongés. Les cellules sont disposées isolément ou 
en diplobacilles, parfois en chainettes ou en amas. En raison de 
leur petite taille, elles subissent dans les préparations a |’état 
frais de vifs mouvements browniens qui peuvent géner l’appré- 
ciation de leur mobilité propre ; cette appréciation est plus facile 
en contraste de phase qu’en microscopie ordinaire ; on les voit 
alors se déplacer avec rapidité; au cours de ce travail, il n’a 
jamais été nécessaire de procéder & un entrainement sur gélose 
molle. 


Dans les préparations humides, additionnées d’encre de Chine, 
quelques individus peuvent paraitre encapsulés ou entourés d’une 
substance « muqueuse » qui peut emprisonner de petits amas. Les 


LEGENDE DE LA PLANCHE 
Coloration de cils. Méthode de Rhodes. Gr. x 1 300. 


Fic. 1. — Bacilles péritriches. Certaines cellules possédent un ou deux cils 
seulement, mais leur insertion est tantét polaire, tant6t latérale. Parfois aspect de 
« cil brisé ». 

Fic. 2. — ‘Bacilles lophotriches. Une touffe de deux a quatre cils 4 un pdle ou 


aux deux; ils présentent une seule ou, au maximum, deux courbures; leur 
longueur d’onde est relativement grande. 


Fic. 3. — Bacilles monotriches. Un seul cil & un pédle ou aux deux ; courbures 
multiples. 
Fic. 4. — Bacilles multitriches. Deux cils ou plus A un pédle ou aux deux; ils 


présentent généralement deux courbures et souvent plus. 
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bactéries décolorées par la méthode de Gram, prennent bien et 
uniformément la fuchsine aqueuse ; quelques formes cependant 
peuvent présenter un espace clair central. 


Les bacilles minces et allongés sont rectilignes, plus souvent un 
peu incurvés et quelquefois, surtout au moment de leur isolement, 
affectent la forme de vibrions. Ils sont animés d’une mobilité trés 
vive, facile a observer. Disposés isolément ou en diplobacilles, 
parfois en filaments, ils peuvent aussi s’entourer de substance 


muqueuse. Ils se colorent par la fuchsine, uniformément ou avec 
un aspect bipolaire. 


Apres coloration de cils, les 13 souches de bacilles trapus se 
révélent toutes, mais elles seules, munies d’un appareil locomoteur 
péritriche. Cet appareil est, il est vrai, d’une richesse trés diffé- 
rente d'une souche a [autre et, pour certaines souches, d’une 
cellule a l’autre (pl., fig. 1). Dans quelques préparations, de nom- 
breuses cellules sont atriches ou possédent seulement un ou deux 
cils ; leur insertion tantot polaire, tantét latérale, doit éveiller 
attention {42}, mais un examen prolongé et répété peut étre néces- 
saire pour affirmer la disposition péritriche. 

Les bacilles longs doivent leur mobilité 4 un ou plusieurs cils 
a insertion exclusivement polaire. Différents aspects décrits par 
Leifson [48], lophotriche (pl., fig. 2), monotriche (pl., fig. 3), multi- 
triche (pl., fig. 4) se trouvent, souvent, avec une prédominance 
constante pour une souche donnée ; il semble cependant, comme 
Yont conclu Rhodes [29] et Buttiaux [4], que le nombre de cils 
leur longueur d’onde et leur amplitude sont des caractéres trop 
variables, méme sur une préparation provenant d’une colonie 
isolée, pour constituer une base solide de différenciation. 


Brocumue. — Les bacilles péritriches (tableau I) ont en commun 
trois caractéres physiologiques importants. Ils sont dépourvus de 
pouvoir protéolytique et de lysine-décarboxylase ; ils possédent 
une oxydase. Cette oxydase se manifeste avec la méthode de 
Kovacs de facon constante, mais moins rapide ev moins intense 
que celle de Ps. aeruginosa. La réaction de la cytochrome-oxydase 
effectuée sur les colonies est positive en moins de deux minutes, 
parfois en quelques secondes, comme l’ont observé Ewing et 
Johnson (1960 {33)). 

Bien que le nombre de souches péritriches soit de 13 seulement, 
elles different entre elles nettement par leur comportement vis- 
a-vis du nitrate et des glucides. Six ont des caractéres trés homo- 
genes ; elles ne réduisent pas le nitrate, ne forment pas de SH, 
ou des traces seulement aprés deux ou trois jours, elles utilisent 
le citrate comme source de carbone, ne se développent pas sur 
milieu minéral glucosé et n’attaquent aucun des glucides éprouvés 
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a lexception d’une souche qui commence A acidifier le milieu a 
l’arabinose, le cinquiéme jour. Une souche transforme le nitrate. 
en nitrite, noircit nettement la gélose au Pb en quarante-huit 


Tasteau I. — Bacilles a ciliature péritriche, gélatinase, 
lysine-décarboxylase, oxydase +. 


ATTAQUE OXYDATIVE DE 
CULTU- 
Répuc-|UtmIsa-| PRODUC- | RE SUR ay ee 
Nbre DElmion DU/TION DU| TION DE | MILIEU g}o| $i si aiegis 
SOUCHES| NITRATE] CITRATE| SH, |minérat| $/ $| 8] ¢| 8/2) 3 
ciucost| 3/ o/s |) 2) bl & 
oe a a 
BO foo] 
5 = + — ou traces — — 
I — H + — ou traces —|+5|—|— 
I (NO,) — +2 - — 
3 N, + — ou traces — == 
I N, + — ou traces ol +4| — 
2 N, + — ou traces =i SN ieee |e eg Ee ee 


—: Réaction négative. 
+ : Réaction positive. 
+5: Réaction positive en 5 jouts. 
(NO,) : Réduction du nitrate en nitrite. 
N,: Réduction du nitrate en azote moléculaire. 


heures et n’utilise pas le citrate. Les 6 autres souches réduisent le 
nitrate en N moléculaire, ne forment pas de SH, et uitlisent le 
citrate ; 3 d’entre elles cultivent sur milieu minéral glucosé et 3 
oxydent lentement l’arabinose et le xylose ou le xylose seul. 


x 


Les bacilles a ciliature polaire se subdivisent aisément en deux 
sous-groupes. 


Quinze souches (tableau II) possédent en commun avec le groupe 


Tasrerav II], — Bacilles & ciliature polaire, gélatinase, 
lysine-décarboxylase, oxydase +. 
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péritriche les trois caractéres : absence de pouvoir protéolytique, 
absence de lysine-décarboxylase, présence d’oxydase. Dix de ces 
souches sont constituées de bactéries surtout lophotriches, les 
5 autres de bactéries surtout monotriches ; elles ont cependant une 
grande uniformité dans les propriétés étudiées; elles réduisent 
les nitrates en nitrite sans que la présence de nitrate modifie leur 
aérobiose stricte, elles ne produisent pas de SH,, elles n’utilisent 
pas le citrate ou faiblement et lentement, elles n’attaquent aucun 
des glucides a l’exception d’une souche qui oxyde le glycérol aprés 
sept jours de développement. 


Vingt-quatre souches (tableau III) forment un ensemble carac- 
térisé par quelques propriétés remarquables. Ces bacilles, a cilia- 


TasLeau II]. — Bacilles 4 ciliature polaire, gélatinase +, 
lysine-décarboxylase +, oxydase —. 
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ture polaire, 4 prédominance multitriche, provoquent dans la gélose 
inclinée sur laquelle ils ont cultivé pendant quelques jours un 
brunissement dont le mécanisme n’a pas été étudié. Ces germes 
ont un pouvoir protéolytique considérable qui se manifeste en 
vingt-quatre a quarante-huit heures sur la gélatine, le lait, le sérum 
coagulé ; ils ont une lysine-décarboxylase ; ils sont dépourvus 
d’oxydase et de cytochrome-oxydase. Leurs autres propriétés sont 
un peu plus variables. Avec quatre exceptions, ils réduisent les 
nitrates en nitrites ; sur gélose au Pb ils provoquent en trois jours 
un noircissement généralement considérable ; ils n’utilisent pas 
le citrate ; leur pouvoir glucidolytique, strictement oxydatif, dif- 
fére d’une souche a l’autre. L’une d’elle est complétement inactive, 
4 attaquent uniquement le glucose en trois a six jours, 6 le seul 
maltose en trois a seize jours, 13 le maltose en deux a cing jours 
puis secondairement le glucose, aprés un délai d’un ou plusieurs 


jours. 
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Discussion. 


Au cours de l’étude de 53 souches de bacilles mobiles, Gram 
négatifs, présentant sur les milieux usuels les propriétés morpho- 
logiques et physiologiques attribuées au genre Alcaligenes, une 
coloration de cils a conduit 4 distinguer nettement deux groupes : 
des bacilles a ciliature péritriche d’une part, des bacilles a cilia- 
ture polaire, d’autre part. Cette constatation confirme celles de 
Nyberg, Turck, Conn, Sarkar, Leifson et d’autres auteurs. 

Un critére anatomique est généralement de grande valeur pour 
la distinction des genres ; on aimerait cependant qu’il ne soit pas 
unique. Dans le cas présent, aspect, tantot trapu, tantdt svelte, 
du corps microbien parait aller de pair avec la disposition des 
cils mais il n’est pas str, d’aprés les observations de Turck, que 
la coincidence soit constante et les caractéres biochimiques mis 
en évidence jusqu’ici ne permettent pas d’appuyer solidement la 
division morphologique. 

Depuis quelques années, plusieurs publications incitent 4 consi- 
dérer avec prudence les arguments taxinomiques tirés de la dispo- 
sition polaire ou péritriche de l’appareil locomoteur : celles de Leif- 
son et Hugh (1953 [34]) sur les Aeromonas, de Sneath (1956 [85}), de 
Leifson (1956 (36]) sur les Chromobacterium, de Buttiaux et Voi- 
sin (1958-59 [87]) sur un bacille halophile ; il y aurait chez ces 
bactéries coexistence des deux systémes ou alternance suivant la 
phase de croissance ou la composition du milieu; mais il suffit 
d’opérer dans des conditions toujours identiques pour lever toutes 
difficultés. Il en est une, plus grave peut-étre, qui résulte d’une 
observation faite par Leifson et Hugh (1953 [88]) de la mutation 
dune bactérie lophotriche a la disposition péritriche : le mutant 
était indistinguable d’Alcaligenes faecalis. Mais cette observation, 
répétée a plusieurs reprises, n’a jamais pu étre renouvelée avec 
aucune autre souche. Leifson [48] estime lui-méme qu’il est pré- 
férable, du point de vue pratique, de distinguer des genres séparés 
suivant les deux types de ciliature. 

Les bacilles péritriches rencontrés au cours de ce travail sont 
peu nombreux : 13 souches seulement et dont plusieurs attaquent 
xylose ou arabinose. Ils sont, dit Leifson [46], moins communs 
que la plupart des bactériologistes ne le pensent. Buttiaux et 
Gagnon {4] n’en ont pas trouvé malgré de nombreux examens 
portant surtout, il est vrai, sur des produits du milieu extérieur ; 
Moore et Pickett [20] en ont trouvé 6 sur 40 souches étudicées. 
Quelque rares qu’ils puissent étre, c’est parmi eux qu’il faut cher- 
cher les membres du genre Alcaligenes puisque Petruschky, dans 
la description originale de l’espéce-type, a nettement défini le sys- 
téme ciliaire, semblable & celui du bacille typhique. 
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Il a moins bien précisé les autres caractéres et seules la tradition 
et les émendations successives, notamment celles de Conn, de 
Breed, de Leifson permettent de choisir parmi les types biochi- 
miques divers (tableau I) ceux qui correspondent a A. faecalis. 


Petruschky avait cependant noté Vabsence de pouvoir protéo- 
lytique ; mais ce caractére est commun aux 13 souches étudiées. 
Il en est de méme de la présence d’une oxydase et d’une cyto- 
chrome-oxydase, signalée par Gaby [84], puis par Ewing et 
Johnson (1960 (33). Les 6 souches complétement inactives sur 
les glucides qui ne réduisent pas le nitrate ou qui le réduisent 
en nitrite, peuvent étre regardées comme biotypes d’A. faecalis ; 
les 3 souches qui réduisent le nitrate en azote moléculaire et 
cultivent en anaérobiose, en présence de nitrate, correspondent 
a l’espéce A. denitrificans décrite par Leifson et Hugh [417]. Toutes 
les autres souches possédent un certain pouvoir glucidolytique ; 
les 8 qui réduisent le nitrate en azote moléculaire, oxydent lente- 
ment les pentoses et sont capables de cultiver sur milieu minéral 
glucosé, doivent étre rejetées du genre Alcaligenes et rapprochées 
peut-étre, suivant la suggestion de Conn, des Rhizobiaceae. La 
position d’une souche, inactive sur le nitrate, possédant les carac- 
teres classiques d’A. faecalis, mais qui oxyde lentement |’arabi- 
nose, est trés troublante. On doit se demander si lattaque tardive 
et faible de ce glucide suffit pour décider exclusion du genre. 
Nyberg {40] et Turck [41] admettaient la possibilité de variations 
spontanées du pouvoir glucidolytique ; méme en supposant sa 
fixité, il faut s’attendre a des divergences suivant |’expérimenta- 
teur, les méthodes, le nombre et la nature des glucides, la durée 
d’ observation, etc. Si l’oxydation d’un glucide marque la limite 
entre deux genres, il faut reconnaitre qu’elle est bien fragile. La 
proposition de Brisou et Prévot [5] est tout a fait séduisante de 
supprimer le genre Alcaligenes et de regrouper dans le genre 
Achromobacter ses différentes espéces, dont beaucoup sans doute 
devraient disparaitre. 

De nombreux auteurs seraient favorables a cette fusion, semble- 
t-il, lorsqu’on lit, par exemple, les publications de Leifson 
(1960 [16}), de Buttiaux (1961). Malheureusement ni l’un, ni l’autre, 
ni Prévot (1957 {40}]) ne donnent la méme définition du genre 
Achromobacter. Il faudrait, qu’aprés étude approfondie de nom- 
breuses souches, intervienne un accord international et que soit 
choisie une espéce-type dont l’existence soit indiscutable. De l’aveu 
méme de Breed dans le Bergey’s Manual [8], ’espéce A. lique- 
faciens désignée par Bergey en 1923 n’a jamais été retrouvee. 

Les bacilles a ciliature polaire, non gélatinolytiques, ont en 
commun avec les bacilles péritriches la présence d’une oxydase, 
l’absence de lysine-décarboxylase ; les autres caractéres biochi- 
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miques observés ne permettent pas de les distinguer avec’ certi- 
tude du bacille péritriche de Petruschky. Des études sur Vutilisa- 
tion des acides aminés, telles que celles qui ont été entreprises 
par Denault, Cleverdon et Kulp (1953 [24]), celles sur le catabo- 
lisme de l’arginine par Sherris et Shoesmith (1959 [44]) pourront 
peut-étre confirmer ou infirmer la validité d’une distinction qui 
repose A Vheure actuelle sur la seule morphologie. 

La ciliature polaire des bacilles non protéolytiques revét des 
aspects trés divers. Pour la moitié des souches, la structure pré- 
dominante est lophotriche et rappelle celle décrite par Galar- 
neault et Leifson [48] pour le genre Lophomonas qu’ils ont pro- 
posé : une touffe de deux a quatre cils 4 l’un des poles, parfois 
aux deux, cils relativement courts, & grande longueur d’onde et 
qui décrivent rarement une onde complete. Malheureusement, 
aucune de ces souches, pas plus que celles observées par Moore 
et Pickett [20], n’a l'ensemble des caractéres biochimiques de 
L. alcaligenes ; aucune notamment ne produit de 1’SH, en quantité 
appréciable, aucune ne cultive en anaérobiose, en présence de 
nitrate, une seule attaque le glycérol. Les autres bacilles sont a 
prédominance monotriche, avec un cil relativement long, décrivant 
des courbes multiples; ils correspondent sans doute a ce que 
Leifson [45] nomme Ps. alcaligenes. Les distinctions qui reposent 
sur le nombre de cils, leur degré de courbure, sont en pratique 
cependant trés difficiles & apprécier, d’autant plus que dans la 
plupart des cultures, comme l’ont observé Rhodes [29] et But- 
tiaux [4], on trouve un mélange de cellules monotriches, lopho- 
triches, multitriches. En outre, les 16 souches étudiées, quel que 
soit l’aspect prédominant des cils, forment un ensemble biochi- 
mique homogene. Ces bacilles présentent fréquemment une incur- 
vation du corps microbien, incurvation surtout marquée chez les 
lophotriches et au moment de leur isolement. Cet aspect les fait 
souvent nommer Vibrio alcaligenes ; cette appellation, due 4 Leh- 
mann et Neumann [8] et sujette a bien des critiques, correspond 
a une attitude d’attente en attendant que soit clairement défini 
le genre Vibrio lui-méme. 

Les 24 souches protéolytiques rencontrées dont les caractéres 
physiologiques peuvent préter 4 confuston avec des germes du 
genre Alcaligenes sont toutes composées de bacilles a ciliature 
polaire généralement multitriche. Leur pouvoir gélatinolytique 
énergique, l’absence d’oxydase, la présence de lysine-décarboxy- 
Jase, donnent & ce groupe une unité que la variabilité de quelques 
autres propriétés ne suffit pas & rompre. Six souches oxydent 
uniquement le maltose en trois A seize jours; elles semblent 
répondre a la description donnée récemment par Hugh et Ryschen- 
kow (1960 {24]) de Pseudomonas maltophilia; la production de 
SH,, presque constante, ne concorde pas avec leurs observations 


A PROPOS D’ALCALIGENES FAECALIS re 


mais leur note, fort bréve, ne comporte pas Vexposé des tech- 
niques ; il est difficile d’établir dans ces conditions une stricte 
comparaison. L’attaque d’un disaccharide sans attaque apparente 
du glucose est un phénoméne rare qui a été cependant déja signalé 
pour des bactéries d’autres groupes (Pelezar et Doetsch, 1949 [42)). 
Le nom d’espéce choisi est évocateur et pourrait s’appliquer aussi 
aux 13 souches qui oxydent secondairement le glucose ; il serait 
plus difficile de l’étendre a celles qui sont inactives vis-a-vis des 
glucides ou qui attaquent le seul glucose. Le nom de genre parait 
s’appuyer surtout sur l’insertion polaire des cils et le mécanisme 
oxydatif du métabolisme glucidique ; ces criteres semblent insuf- 
fisants pour rattacher aux Pseudomonas des bactéries sans pig- 
ment diffusible caractérisé, sans oxydase, dont Hugh ne men- 
tionne pas l’absence, et enfin pourvues d’une lysine-décarboxylase 
dont l’existence n’a pas encore été signalée dans le genre. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


L’étude de 53 souches de bacilles mobiles présentant des carac- 
teres qui évoquent le genre Alcaligenes ne permet pas de tirer des 
conclusions étendues. Le fait de n’avoir pas retrouvé certaines 
espéces et, en particulier, aucune espéce protéolytique péritriche, 
ne permet pas de nier leur existence. Les espéces immobiles ont 
été systématiquement négligées pour limiter le sujet et parce que 
la plupart d’entre elles peuvent étre rapprochées du _ genre 
Morazella qui fait objet d’un autre rapport (M. Piéchaud [48}). 

Toutes les bactéries non protéolytiques étudiées possédaient une 
oxydase et étaient dépourvues de lysine-décarboxylase. Seules la 
morphologie des bacilles et la disposition des cils ont permis de 
les diviser en deux groupes : l’un péritriche, l’autre 4 ciliature 
polaire. Il est souhaitable que l’introduction de tests biochimiques 
nouveaux confirme la légitimité de cette distinction. 

Parmi 13 souches non protéolytiques, péritriches, 6 sont consi- 
dérées comme A. faecalis, 3 comme A. denitrificans, les autres 
comme appartenant 4 un autre genre. On pourrait envisager 
inclusion des espéces du genre Alcaligenes dans le genre Achro- 
mobacter, mais il faudrait au préalable une définition du genre 
Achromobacter appuyée sur la désignation d’une nouvelle espéce- 
type. 

Seize souches, non protéolytiques, a ciliature polaire, les unes 
lophotriches, les autres monotriches, n’ont pu étre distinguées bio- 
chimiquement. L’appellation Vibrio alcaligenes, probablement 
impropre mais souvent utilisée depuis Lehmann et Neumann, a 
lavantage d’étre comprise par tous en attendant une connaissance 
plus approfondie des germes, peut-étre disparates, qu’elle englobe. 

Vingt-quatre souches de bacilles protéolytiques se sont toutes 
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révélées multitriches ; elles étaient dépourvues d’oxydase et possé- 
daient une lysine- décarboxylase. Cet ensemble de caractéres don- 
nait au groupe une certaine homogénéité. Six souches qui 
attaquaient exclusivement le maltose, semblaient répondre a la 
définition de Ps. maltophilia; la plupart des autres en différaient 
par l’attaque secondaire du glucose. L’inclusion de ces bactéries 
dans le genre Pseudomonas ne parait pas s’imposer. 

Des caractéres, tels que l’aérobiose stricte et la propriété d’alca- 
liniser les milieux glucosés, sont communs a tous les bacilles 
étudiés dans ce travail. Ils peuvent faire illusion sur leurs relations 
véritables. Les épreuves biochimiques usuelles sont insuffisantes 
pour les caractériser. Des recherches nouvelles sont indispensables 
pour les individualiser et leur attribuer une place logique dans la 
systématique. 
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LE GROUPE MORAXELLA. 
A PROPOS DES B5W-BACTERIUM ANITRATUM 


par M. PIECHAUD. 


(Institut Pasteur, Service de Microbie générale) 


Dans les années qui suivirent la derniére guerre mondiale, furent 
décrits aux Etats-Unis, presque en méme temps, sous le nom de 
B5W par Stuart, Formal et Mc Gann [26], et de Bact. anitratum 
par Schaub et Hauber [24], des bactéries qui semblaient encore 
inconnues. Des échanges de souches avaient d’ailleurs montré 
Videntité de ces deux germes que confirmaient Ferguson et 
Roberts [9]. Une étude de Brooke [5], au Danemark, prouvait aussi 
leur fréquence en Europe. 

Les caractéres principaux d’identification étaient : bacilles sou- 
vent par paire, assez courts pour étre confondus avec des Nets- 
seria, immobiles, pourvus d’une capsule mince, Gram négatifs, se 
décolorant lentement, non sporulés. 

Réaction des oxydases négative. Aérobies stricts, cultivant sur 
milieux ordinaires. 

Indole, SH,, acétyl-méthyl-carbinol non produits. 

Nitrates non réduits en nitrites. 

Cultures sur milieu au citrate de Simmons. 

R.M. irréguliérement positif, uréase non produite en général, géla- 
tine non liquéfiée ou liquéfiée trés lentement, lait lentement 
acidifié et coagulé. 

Glucose, galactose, xylose, arabinose, acidifiés ; rhamnose irrégu- 
lérement acidifié. 

Lactose 4 10 p. 100 (technique de Chilton et Fulton, 1946), acidifié 
en moins de vingt-quatre heures, tandis que le lactose a 1 p. 100 
ne l’était que rarement et lentement. 

A part de rares exceptions, ils se montraient pénicillino- 
résistants. 

Du point de vue antigénique, si Schaub et Hauber ne trouvaient 


qu'un seul type capsulaire, Ferguson et Roberts en déterminaient 
plus de dix. 
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Schaub et Hauber avaient insisté sur l’aérobiose stricte et la 
non-réduction des nitrates qui éliminaient ces germes du groupe 
des Entérobactériacées et justifiaient le nom provisoire de Bacte- 
rium anitratum. 


Un autre bactériologiste américain, De Bord, étudiant de 1939 
a 1942 des bacilles Gram négatifs pouvant étre confondus avec 
des Neisseria sur des frottis d’urétrite, proposait une tribu des 
Mimeae [8] comprenant le genre Mima, espéce-type Mima poly- 
morpha (oxydase —) et sa variété orydans (oxydase +) n’acidi- 
fiant pas de glucides, un genre Herella, espéce-type Herellea 
vaginicola, acidifiant des sucres sans gaz, et un genre Colloides, 
espece-type Colloides anoxydans, acidifiant des sucres avec gaz. 


Deacon [7], en 1945, avait identifié diverses souches comme 
Mima, Herellea et Colloides. Retenons cependant qu’en ce qui 
concerne les fermentations sucrées, il notait l’absence de concor- 
dance entre ses Herellea et celles de De Bord qui acidifient man- 
nitol et dulcitol, ce que ne faisaient pas les siennes. En 1949, 
Ewing {8} compara quelques-unes des souches de Herellea de 
Deacon avec Bacterium anitratum et conclut a Videntité de ces 
germes. 


De notre cété, a partir de 1948, avec D. Piéchaud et L. Second, 
nous commencons a réunir des souches présentant des caractéres 
morphologiques et culturaux communs; mais il se trouve que 
certaines acidifient le glucose, les autres non. Frappés par l’aspect 
diplobacillaire de ces germes, nous les comparons avec les 
Moraczella lwoffi décrites par Alice Audureau 4] en 1940 et conser- 
vées dans la collection de |’ Institut Pasteur. Les souches glucose — 
sont bien des M. lwoffi. Quant aux souches glucose +, elles sont 
identiques a deux BSW (A 267 et R222) dus a Pobligeance du 
D* Stuart. Elles correspondent a Bacterium anitratum, ainsi que 
la description trés explicite de Schaub et Hauber le montre. 
D’ailleurs, Ferguson et Roberts ont déja établi que BSW et Bacl. 
anitratum sont un seul et méme germe. Mais elles sont si proches 
de M. lwoffi par tout un ensemble de caractéres morphologiques 
et culturaux que nous proposons en 1951 de les considérer comme 
une variété, M. lwoffi var. glucidolylica (Piéchaud, Piéchaud et 
Second [20)). 


En 1956, nous décrivons des souches se différenciant des précé- 
dentes seulement par leur pouvoir protéolytique et attaquant rapi- 
dement le sérum coagulé, la gélatine et la caséine, sous le nom de 
M. low/ffi var. liquefaciens et de M. glucidolytica var. liquefaciens 
(Piéchaud, Piéchaud et Second (24)). 


Le genre Morazella a été créé par Lwoff (415] en 1939 pour 
réunir des diplobacilles dont l’espéce-type avait été décrite en 
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1896 par V. Morax [47] et les séparer des Hemophileae qui n’ont 
aucun rapport morphologique ou métabolique avec eux. A la suite 
de |’étude d’ensemble du genre par Alice Audureau [4] qui décrivit 
en 1940 une nouvelle variété et une nouvelle espéce de Morazella, 
nos propres observations nous ont conduit A une conception résu- 
mée dans le tableau suivant, toutes ces bactéries étant aérobies 
strictes, indole —, SH, —, catalase +. 


Groupe I : Test des oxydases + ; nitrites + ; sensible a la péni- 
cilline. 


M. lacunata : sérophile : 

var. typica: protéolytique ; 

var. atypica: non protéolytique. 
M. duplex: 

var. liquefaciens : protéolytique ; 

var. non liquefaciens : non protéolytique. 

M. bovis ? (ou duplex, variété bovis) : protéolytique. 

Groupe II: Test des oxydases —; nitrites—j; résistant a la 
pénicilline ; poussant en milieu synthétique simple avec de l’alcool 
éthylique comme source de carbone. 

M. Ilwoffi: 

var. liquefaciens : protéolytique ; 

var. non liquefaciens : non protéolytique. 
M. glucidolytica : 

var. liquefaciens : protéolytique ; 

var. non liquefaciens : non protéolytique. 


M. lacunata, var. typica : bacille de Morax-Axenfeld. 

M. lacunata, var. atypica (Audureau, 1940). Nous pensons avoir 
retrouvé ce germe, qui n’avait pas été gardé en collection, dans 
une souche décrite sous le nom de « Morazella polymorpha », 
par Flamm {40}, 1957, et dans quelques autres étudiées dans 
notre laboratoire. 

M. duplex, var. liquefaciens : bacille de Petit (1900). 

M. duplex, var. non liquefaciens : B. non liquefaciens de Scar- 
lett (1916). 

M. bovis : Jones et Little (1923). Il est possible que ce germe soit 
distinct de Pespéce duplex et comporte méme une variété non 
liquefaciens. 

M. lwoffi : A. Audureau (1940) distingue cette espéce de diplo- 
bacille par sa faculté de pousser en milieu synthétique simple 
avec un sel d’ammonium comme source d’azote et de l’alcool 
éthylique comme source de carbone. 
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ETUDE MORPHOLOGIOQUE. 


La morphologie a toujours été et doit rester le premier critere 
de classification. Elle est ici trés importante, les Moraxella ayant 
un ensemble de caractéres de groupe sur lequel s’appuie en pra- 
tique le diagnostic d’orientation et justifiant la réunion de ces 
espéces et variétés. Ce sont des bactéries toujours immobiles, 
non ciliées, non sporulées, dont le diamétre moyen, en fait extra- 
ordinairement variable, se situe autour de 1 p. Elles sont souvent 
capsulées. La capsule, mince en général, est visible a létat 
frais dans l’encre de Chine ou par coloration, mais il existe 
des variantes muqueuses possédant une épaisse capsule (pl.). 
Gram négatives, elles se décolorent lentement et peuvent étre 
considérées comme Gram variables. Certaines souches sont méme 


Figs 2S 


Gram positives a l’isolement. Les extrémités sont nettement arron- 
dies. Toutes les espéces ont un groupement caractéristique en 
diplobacille associant par paire deux bacilles de taille égale, 
tant6t beaucoup plus longs que larges, nettement bacillaires, 
tantot si courts quils en arrivent a simuler des coques, d’owt la 
confusion possible avec des Neisseria (fig. 1). Mais la division se 
fait par étranglement dans une seule direction; il n’y a done 
jamais de groupement par trois ou en tétrade. La préparation a 
la division donne un aspect typique (fig. 1) déja visible sur la 
photographie de culture publiée en 1896 par V. Morax. On trouve 
aussi des chainettes, des filaments, portant parfois des renfle- 
ments ovoides. C’est le polymorphisme souvent signalé. Mais, 
Henriksen [44] remarque qu’une souche polymorphe a 37° 
reprend un aspect normal lorsqu’on la cultive a une température 
inférieure. Nous avons bien souvent observé le méme fait. Ce 
polymorphisme peut exister dans un produit pathologique (pl.). 
Il existe de facon a peu prés constante des corpuscules méta- 
chromatiques ronds, relativement gros, visibles en contraste de 
phase, et colorables soit par le bleu Borrel, suivi d’une décolo- 
ration ménagée par l’alcool absolu (ils ont alors une teinte méta- 
chromatique violet pourpre), soit par une coloration d’Albert 
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modifiée, faite de la facon suivante : Fixer a |’état humide aux 
vapeurs d’acide osmique, sécher et monter sous lamelle dans : 


Blew nde ctoluidin ei ance kee. aieclnuee orients 0,15 g 
Venti de méthylerint sie seals cee ee eee 0,02 g 
Acide acctigue.cristallisé: r- agtecttistiretey serene ity ead! 
Alcoo) éthyliques ag 05% eyacer- pasar eee ie ree 2 mi 
Hausdistillée: 2. cc elie e eee nana 100 ml 


Eponger immédiatement et luter 4 la paraffine. Les corpuscules 
contrastent en violet pourpre sur un cytoplasme gris-bleu pale. 
Uniques habituellement dans les formes courtes, ils peuvent étre 
nombreux dans les formes longues (fig. 2). Il faut savoir qu’ils 


Fie. 2. 


apparaissent comme des granules violet-noir sur un Gram dont 
la décoloration n’est pas trop poussée, ou comme des vacuoles 
claires lorsquils sont décolorés et de grande taille. D’apparition 
précoce, ils existent en fin de croissance ; on les trouve aussi bien 
sur gélose et en bouillon que sur sérum coagulé (pl.). 


STRUCTURE NUCLEAIRE. 


Des cellules jeunes en division active peuvent ¢tre obtenues sur 
gélose ordinaire ou gélose-sérum. Mais la méthode la plus expé- 
ditive consiste 4 mettre une colonie en suspension dans quelques 
millilitres de bouillon agité au bain-marie a 35° ; on obtient ainsi 
en deux a six heures une culture en phase exponentielle. 

Aprés fixation par les vapeurs osmiques, puis l’alcool méthy- 
lique et coloration directe par I’éosinate d’azur de méthyléne 
(Piéchaud {22}) ou par la méthode de Piekarski-Robinow, les pré- 
parations sont montées dans un surnageant de colorant. Ce qui 
frappe de prime abord, c’est le volume des corps nucléaires qui 
occupent une grande partie des cellules, et reproduisent a eux 
seuls la forme générale du diplobacille. Le cytoplasme est dis- 
posé autour en couche mince. La chromatine nucléaire, formant 
un réticulum plus ou moins grossier selon les souches, est sou- 
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vent condensée en granules a la périphérie du noyau qui prend 
alors un aspect de vésicule (mais on ne peut affirmer qu’il ne 
sagit pas 1a d’un effet d’optique). La division parait se faire par 
une sorte de cassure dans cette masse, suivie d’un étranglement, 
ou directement par un étranglement d’allure amitotique sans 
remaniement notable, suivie de trés prés ou accompagnée par 
la division cellulaire (fig. 3 et pl.). 

Dans les formes agées la chromatine est condensée en granules 


Ric eoe 


dans les formes courtes, ou filaments dans les formes longues, 
trés colorables et de disposition variée (fig. 3 et pl.). 

Nous avons trouvé cette morphologie chez M. lwoffi et chez 
M. glucidolytica (Piéchaud, Piéchaud et Second {20]), chez leurs 
variétés liquefaciens {21}, de méme que chez toutes les autres 
espéces de Morazella (Piéchaud [28}). Les observations de Murray 
et Truant [48] sont analogues, la seule discordance portant sur 
les corpuscules métachromatiques, rares pour eux (mais leur 
technique de coloration de ces inclusions est différente). 

L’aspect nucléaire s’est ajouté aux autres caractéres morpho- 
logiques par suite des progrés de la cytologie. Il est appelé a 
prendre une grande importance 4 mesure que progresseront nos 
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connaissances pour établir les raisons de grouper, de séparer 
des especes, de changer leur place dans la classification. Que 
M. lwoffi et M. glucidolytica aient de telles analogies de struc- 
ture avec les autres espéces du genre, justifierait en soi a nos 
yeux le rapprochement en dehors d’une ressemblance par les 
caractéres de culture. Elles sont trés différentes, par leur morpho- 
logie nucléaire, des Entérobactériacés (fig. 4 a) ou d’Alcaligenes 
mobiles (fig. 4 b) ou immobiles et courts (fig. 4 c). Elles se dis- 
tinguent aussi formellement des Neisseria dont les noyaux ronds 
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Fic. 1. — M. duplex, var. non liquefaciens : souche muqueuse isolée d'un pus de 
dilatation des bronches. Frottis a Vencre de Chine d’une culture sur gélose. 
D. x 1500. 

Fic. 2. — M. lwoffi, var. non liquefaciens : capsule muqueuse. Etat frais dans 
lencre de Chine. Contraste de phase. D. x 4 600. 

Fic. 3. — M. glucidolytica, var. non liquefaciens : capsule normale. Etat frais dans 


Vencre de Chine. Contraste de phase. D. x 4600. 


Fic. 4. — M. duplex, var. non liquefaciens : souche muqueuse. Frottis de pus 
bronchique. Coloration de Gram. D. x 1 150. 
Fic. 5. — Méme préparation que figure 4, méme grossissement. Autre champ, 
avec grosses formes longues. 

Fic. 6. — M. lwoffi, var. non liquefaciens : culture sur sérum coagulé ; corpuscules 
métachromatiques. Préparation fixée et montée dans le colorant d’Albert. 
D. x 4600. 

Fic. 7. — M. duplex, var. non liquefaciens : culture sur gélose nutritive ; corpus- 


cules métachromatiques. Méme coloration que figure 6. D. x 6 000. 


Fic. 8. — M. duplex, var. liquefaciens : corpuscules métachromatiques. Coloration 
au bleu Borrel. D. x 3 000. 


Clichés 9 4 17 : colorations nucléaires directes sans hydrolyse, 4 l’éosinate d’azur. 
Les préparations des figures 12, 13 et 14 ont été pressées au moment du montage 
pour étaler les structures nucléaires. 


Fic. 9. — M. glucidolytica, var. liquefaciens ; culture exponentielle. D. x 4600. 
Fic. 10. — M. lwoffi, var. non liquefaciens : culture exponentielle. D. x 4 600. 
Fic. 11. — M. duplex, var. non liquefaciens : culture exponentielle. D. ~ 4 600. 
Fic. 12. — M. lwoffi, var. non liquefaciens ; culture exponentielle. D. x 4600. 
Fic. 13. — M, duplex, var. non liquefaciens : culture exponentielle. D. x 4 600. 
Fic. 14. — M. duplex, var. liquefaciens : culture exponentielle. D. x 4 600 
Fic. 15. — M. hwoffi, var. non liquefaciens : formes de repos. D. x 4 600. 


Fic. 16. — E. coli: culture exponentielle. D. x 4600. 


Fic. 17. — Neisseria sicca: cuture sur gélose. D. x 1 400. 
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ou ovoides se divisent selon des directions successivement per- 


pendiculaires, d’ot les groupements par trois ou par quatre 
(fig. 4 d et pl.). 


oy ° 
Jusqu’a présent, nous n’avons pas rencontré de bactéries pou- 
vant préter a confusion avec elles, et présentant ces éléments 
morphologiques. 


Fic. 4. 


COMPARAISON ENTRE LES DIFFERENTES ESPECES DU GROUPE II (tableau) 
PAR LES AUTRES CARACTERES. 


Bouillon : trouble finement floconneux, ondes, collerette ou 
voile. L’intensité du trouble en dix-huit a vingt-quatre heures 
dépend des souches. M. Iwoffi et les deux variétés liquefaciens 
donnent un trouble moins intense en vingt-quatre heures que 
M. glucidolytica. 


Gélose inclinée : colonies de 1 mm 4a 2,5 mm de diamétre, 
présentant une irisation dorée en éclairage par transmission 
oblique. Dissociation en colonies bleutées ou muqueuses. M. 
lwoffi et les deux variétés liquefaciens donnent des colonies plus 
petites en vingt-quatre heures que M. glucidolytica. 

Gélose profonde : colonies sur 0,5 cm environ a partir de la 
surface, pas de culture en profondeur, méme s'il y a du nitrate 


dans le milieu. 

Acidification des glucides : doit étre recherchée sur gélose 
inclinée de préférence a l’eau peptonée. M. glucidolytica et sa 
variété liquefaciens acidifient les milieux additionnés de glucose, 
mannose, galactose, xylose, arabinose 4 1 p. 100 et lactose a 


Annales de UVInstitut Pasteur, 100, supplément au n° 6, 1961. 6 


82 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


10 p. 100 en un jour d’une facon constante. Le type fermentaire 
est oxydatif pur. 

Nous avons pu observer les mémes acidifications par 
M. lwoffi (en particulier M. lwoffi var. bacteroides d’Audureau) 
en diluant le milieu au tiers ou au quart avec une solution miné- 
rale gélosée. 

Utilisation du citrate (milieu de Simmons) : directe par M. glu- 
cidolytica, habituellement mutative par les variétés liquefaciens. 
Des mutants citrate positifs ont été obtenus a partir de M. lwoffi 
(en particulier la souche bacteroides d’Audureau). 


Cultures en milieu synthétique de base : toutes poussent abon- 
damment avec de l’alcool éthylique comme source de carbone. 


Des relations antigéniques existent entre toutes ces souches, 
selon nos propres observations (Piéchaud, Piéchaud et Second [20, 
21}) et celles de Cary et coll. [6] sous le nom de M. polymorpha 
et Bact. anttratum. 


La parenté étroite de ces germes est évidente. Les souches 
protéolytiques doivent étre considérées comme de simples variétés. 


Comparaison Avec LES Morazella pu Groupe I (voir tableau). 


M. lacunata a les défauts des espéces-types, surtout quand elles 
sont pathogénes, et serait a elle seule un mauvais terme de 
comparaison. C’est la seule espéce vraiment sérophile, la seule 
délicate 4 cultiver, donnant des colonies en goutte de rosée en 
vingt-quatre heures, qui restent transparentes ensuite. En 1947, 
‘Lwoff [16] a montré que cette « sérophilie » était tout simplement 
une plus grande sensibilité 4 des substances toxiques qui peuvent 
étre neutralisées par adjonction d’une faible quantité de sérum 
ou d’ascite. Un bouillon inapte a la culture le devient si on le 
dilue de moitié ou encore si l’inoculum est abondant. 


On trouve tous les degrés de sérophilie chez diverses espéces 
de Morazella, selon la souche et aussi la qualité du milieu, et se 
traduisant par un moins grand nombre de colonies que sur milieu 
adéquat pour le méme nombre de germes ensemencés, la crois- 
sance en colonies de taille irréguliére, la croissance en gélose 
profonde sans sérum sous forme d’un disque suspendu de colonies 
dans les limites de la zone d’aérobiose, mais sans culture en sur- 
face (tandis qu’avec sérum, les colonies apparaissent aussi en 
surface). Nous avons observé ces aspects avec quelques souches 
de M. duplex non liquefaciens et de M. lwoffi. 


Comme les espéces du deuxiéme groupe, les Moraxella de ce 


groupe ont une préférence générale pour une température d’incu- 
bation inférieure a 37° et pour les milieux alcalins. 
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Les cultures en bouillon ont le méme aspect finement flocon- 
neux avec onde par agitation et formation possible d’une colle- 
rette ou d’un voile. 


Les colonies sont irisées, une dissociation en colonies bleucs 
existe, ainsi que des colonies muqueuses. Leur taille, en dix-huit 
a vingt-quatre heures, varie selon les souches et atteint 2 mm 
chez M. duplex non liquefaciens. 

Le caractére d’aérobiose reste strict, méme en présence de 
nitrate. 


Les capacités biochimiques sont aussi réduites. 


Le seul caractére, & premiére vue fondamentalement différent, 
est le test des oxydases. Pour Henriksen {42, 43], seules les souches 
oxydase positives sont des Moraxella. Mais cet auteur a trouvé 
des souches donnant une réaction faible. Peut-on attribuer une 
valeur absolue 4 un test unique, positif chez des bactéries trés 
diverses et dont la négativité s’expliquerait par le pouvoir réduc- 
teur plus grand de germes qui ont sans doute un systeme de 
cytochromes ? 

Par-dessus ce test, la ressemblance entre M. duplex var. non 
liquefaciens et M. lwoffi est assez frappante pour que De Bord 
ait considéré la premiére comme une simple variété oxy- 
dase + (oxydans) de Mima polymorpha. L’opinion de Murray et 
Truant [48] sur ce point est semblable. 

L’existence de souches intermédiaires par quelque caractére 
vient appuyer lidée évolutionniste qu’on ne peut s’empécher 
d’avoir quand on considére le genre, de M. glucidolytica aux 
aptitudes les plus grandes a M. lacunata la plus dégradée par 
son parasitisme. 

Certaines M. duplex non liquefaciens cultivent en milieu syn- 
thétique a Valcool éthylique (Henriksen [412] et nous-méme en des 
observations non publiées). 

Une souche de M. lwoffit typique par ses autres caractéres, 
réduit les nitrates en nitrites. 

Une souche de M. duplex non liquefaciens, poussant rapidement 
et abondamment en milieu synthétique de base, est citrate positive 
par mutation sur milieu de Simmons. 

Le caractére de sensibilité a la pénicilline peut se trouver chez 
les souches du groupe II, tandis que M. duplex non liquefaciens 
est souvent moins sensible 4 cet antibiotique que les autres 
germes. du groupe. 

Une «sérophilie » relative existe chez quelques souches de 
M. lwofft. 

Le diagnostic positif d’une Moraxella a pour point de départ 
la morphologie telle que nous l’avons décrite. Le diagnostic diffé- 
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rentiel entre espéces et variétés doit se faire sur un ensemble de 
caractéres. 


Il y a donc tout lieu d’admettre les souches du deuxiéme groupe 
dans le genre. 


Nous ne sommes pas isolé dans cette opinion. 


Audureau a considéré M. lwoffi brevis comme une Morazella 
méme avant de connaitre la souche bacteroides qui n’a fait que 
confirmer sa conviction. Henriksen [44] a décrit des diplobacilles 
dont certains oxydase négatifs. Il n’a pas fait de doute pour lui 
que ces germes étaient voisins des diplobacilles oxydase positifs. 


De Bord [3] a classé comme Mima polymorpha (équivalant 
a M. lwoffi) des souches oxydase positives (var. oxydans) et 
oxydase négatives. 


Deacon [7], Murray et Truant [48] ont retrouvé les mémes 
souches ne semblant se différencier que par ce seul test. 


Zur Nedden [28, 29], qui connaissait bien le bacille de Morax, 
a décrit en 1902-1904 un diplobacille qui pourrait correspondre 


a M. glucidolytica si l'on en croit quelques caractéres rapportés 
par Oeding [19]. 


CONSIDERATIONS SUR QUELQUES NOMS EQUIVALENTS 
OU SUPPOSES EQUIVALENTS A CELUI DE M. glucidolytica. 


Si B5W est une désignation de souche, Bacterium anitratum 
est un nom temporaire, le genre Bacterium étant destiné aux 
germes n’ayant pas encore de place dans la classification. 


L’assimilation de Bacterium anitratum a Herellea vaginicola est 
loin d’étre sire, puisquil n’y a pas correspondance entre les 
acidifications de glucides indiquées par De Bord et celles trouvées 
par Deacon, et qu’une souche type d’Herellea n’existe pas. Dans 
le doute, c’est donc un nom Aa éviter. 


‘La question du Diplococcus mucosus, considéré par Seeliger 
comme identique 4 Bacterium anitratum [25], a été éclairée par 
Véron, Thibault et Second [27]. Ce germe existe bien, a tous les 
caractéres d’une Neisseria et doit donc étre appelé Neisseria 
mucosa (nous l’avons retrouvé en 1960 dans un cas de méningite 
cérébro-spinale). 

Rien ne justifie Pinclusion de M. lwoffi, de M. glucidolytica et 
de leurs variétés dans un genre Acinetobacter [4], groupe hétéro- 
géne (dont la plupart des espéces sont décrites comme anaérobies 
facultatives [2]: tels Acinetobacter stenohalis, butyri, eurydice, 
delmarvae, marshalli, metalcaligenes), avec d’ailleurs une absence 


de distinction abusive entre les protéolyses rapides et lentes de la 
gélatine. 
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CONCLUSION. 


Nous espérons avoir montré les raisons de placer M. lwoffi et 
M. glucidolytica (B5W, Bacterium anitratum) dans le genre 
Moragella, alors que, pour l’instant, aucun fait convaincant n’a 
été apporté a l’encontre de cette thése. Les arguments tirés de la 
morphologie nous semblent particuliérement valables. Les argu- 
ments lirés des caractéres de culture peuvent convaincre les bacté- 
riologistes ayant étudié de nombreuses souches variées de 
Morazella, mais non ceux qui croient encore que ces germes sont 
des hémophiles. 
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ETUDE ANTIGENIQUE DES ACHROMOBACTEREAE 


par J. BRISOU 
(avec la collaboration technique de H. JARRIAULT et B. MOULIN). 


(Ecole de Médecine de Poitiers) 


INTRODUCTION. 


Les bactériologues ont a Vheure actuelle le choix entre plu- 
sieurs systématiques. Aucune ne peut prétendre a plus de vérité 
qu’une autre ou se prévaloir de qualités qui puissent emporter 
d’emblée la conviction. 


Le probléme que l’on aborde aujourd’hui ne peut étre compris 
que si l’on précise la position taxinomique des bactéries étudiées. 
Nous savons en effet que, dans l’état actuel des choses, les 
Achromobacter des uns seront appelés Pseudomonas par d’autres ; 
que si les Erwinia appartiennent a la famille des Enterobacte- 
riacede dans certains manuels, d’autres les considérent comme 
des Pseudomonadaceae. Autant de probleémes posés qui ne sont 
pas encore résolus. L’essentiel est de limiter le sujet et d’en tracer 
le cadre. Aucun fait nouveau ou décisif ne parait justifier des 
infidélités a la systématique francaise de J. Magrou et A.-R. Prévot 
(1948), revue par Prévot en 1957. C’est donc elle que nous suivrons 
dans cette enquéte sérologique [4, 2]. 


Les Achromobactereae. 


‘Les Achromobactereae constituent une tribu au sein de la 
famille des Pseudomonadaceae. On y groupe des bactéries mobiles 
ou non, achromogénes, trés cosmopolites, cultivant aisément sur 
les milieux usuels et les plus simples, et que l’on ne peut classer 
dans la famille des Enterobacteriaceae, quoique souvent tres 
voisines. 

Les facteurs adjuvants, les liquides biologiques sont inutiles 
a la croissance de ces microbes. Cette propriété essentielle permet 
de les séparer immédiatement des espéces sérophiles et des para- 
sites obligatoires, telles que les classiques Moravella admises par 
la majorité des taxinomistes. 
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Si l’on souligne la non-appartenance de ces germes a la famille 
des Enterobacteriaceae, c’est en raison de fréquentes similitudes 
qui prétent parfois a confusion. Le diagnostic ne devient possible 
qu’en faisant appel a de nombreux tests biochimiques dépassant 
les techniques de routine et de laboratoire clinique, ou l'on 
demande a juste titre des réponses et des orientations rapides. 

I] en résulte qu’&é Visolement d’une bactérie a Gram négatif, 
cultivant aisément, aérobie préférentielle, on pense immédiatement 
et a bon droit a la possibilité d’une Entérobactérie. Si l’on ne peut 
en établir la preuve formelle, on est invité a envisager la possi- 


Tasreau I. — Sérums anti-Achromobacter et Achromobacter. 
AGGLUTINATIONS 
Noms NOMBRE 
Mono- Poly- 
valentes valentes 
UBOORCV Marae aes a Gee See Eo tect il I 
DOM COUT Es ine he nei ines 5 I R 
DD CSTAVOS A Mtawegeraeity tere ais i actos shoes I ii 
WeDESHBOLVELCUIN ores eecls elote ei) se clad I I 
BCOMOTLEMSUS™ eu euAetereienissenis 8 at I I 
UR CCCVOUDES Wate sue.a) =e esc am a cvieee ole £ I 
LOVIN OSU aici ay ossonesoucte< «cbs ae Rtas 2 I I 
TLV REVOPUCUIE, Fetes sels niet = I I 
NATE OUMTTILUS 4 oo es ODDO DO OHS 6 I I 
MON NEU Sc. Gesbid OOO AAS BORD OG I I 
TE QOL UIA we etry, ress eke tole) stomata Caley s. 4 | aE 
LUIZ OTUED 6.50 SOS SOF AOR OT EHO ae I I 
AVI LUS TH AAUUTID  o.0 oo) ps isie eebererteec sie I 
WeIVECY CE me Pielee stiveray oo tsteere (o)'é erie) stican ea ii 
DELP HOTH TL ORIN ORGS pis ucE one OD OHO I iv 
INGO at Be cata O09 OU Dares I I 
JEG ATOGLS Bcohiho GOOG SOR 06db6| 4 3 
TEQONIEE S66 Pe O06 SHlebe a owe De I I 
WEVA oes Sey op MOR etre, ROE CRC REDE I I 
SUA TOUMU DUS 5 6 on noo AOD DODO IE 3 I 
SURO AOe “ann oogssocpae7 das 6 I I 
PRI RICH ey ie CUE OO ese T OT I 
WHEDSOPWOVU aehaiore «Noles el) Xaleoy 2 I 
VAY OSO HME: 6 H.6 0) O10, 0 9.0803 0.3 Ae 3 I aT 
aD OTA tayo 37 Io 17 


En résumé: Agglutinées, 70 p. 100; monovalentes, 23,2 p. 100; polyvalentes, 


100. — Epreuves 


46,8 p. 


positives 


les 


plus 


fréquentes: 25 (venenosum), 


22 (delicatulum), 28 (hyophagum), 29 (pikowsky), 30 (recti), 32 (superficial). 
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bilité d’une Pseudomonadaceae, en particulier d’une Achromo- 
bactereae. Cette méthode a en sa faveur la commodité. Un microbe 
non glucidolytique ou sans action sur les nitrates est aisé 
a exclure de la famille des Enterobacteriaceae, il n’en va plus 
de méme pour bien d’autres germes; on multiplie alors les 
épreuves et l’on en vient aux techniques de sérologie. Notre exposé 
pour répondre a la demande exprimée sera limité a ce seul aspect 
du probléme. 


Il est bien certain que cette étude n’épuisera pas le sujet. On 


Tasteau I]. — Sérums anti-Achromobacter et Erwinia. 
AGGLUTINATIONS 
Noms NOMBRE 
Mono- Poly- 
valentes valentes 
SAUNONIS Nona wrt eRe ese, «eer I I 
WOU OST LUE B.6 ae ODED DG OO SA ep Oc 2 I 2 
JAWOSEPIUICH. Bxnplaie deg eek roeke a 2 I I 
COPOLOUVOT Aa eed ie Rae eer 5 2 3 
(PIVtC Pitovd arr one knee 3 2 I 
BEWUOv a a-s-aiore.s \syoiehavaneis ecsiexomogerns 4 2 I 
AUNVLOUVOVA A isiche sicremietei esta ie een 2 I 
Avoidede” arcsec ats uteree ce I 
CAYNCEUCON GM sel cree ances a eehe at ee 20 15 4 
JULIS Wiolatete blasts te awh en Cee eee I 
IDtSSOlUCIS: sNite isk: catenes Sater Oke 3 3 
Daaehet pi ilar. art eee 3 
DG Aba hac ayia Dep tcore enka oat 3 I 2 
CACICIDG teres retiree 4 I 
CYylolviicas caren ae ere I I 
SGIGGIS Tersteinst 2 exert o.tet oem eusterontaeya 2 I 
NAMA PYESSULAIIS ©. . «a aes ante 9 I I 
POTRAG vasmees 67 31 20 


En résumé: Agglutinées, 73 p. 100; monovalentes, 44 p. 100; polyvalentes, 
29 p. 100. — Sérums les plus souvent positifs: 5 (bookeri), 32 (superficiale), 
33 (venenosum). 

Presque toutes les souches d’Erw. carnegieana furent agglutinées par le sérum 32. 


peut méme avancer sans hésitation qu’elle se bornera a le poser. 
La classification sérologique des Entérobactéries est commencée 
depuis environ quarante ans. I] ne semble pas du tout qu’elle 
soit achevée. On vient de voir paraitre un sous-genre de Salmo- 
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nella protéolytiques avec, bien entendu, déja de nombreux séro- 
types qui ne font que reculer les limites de ce genre déja consi- 
dérablement vaste. Il y a un travail considérable 4 accomplir pour 
tracer, si possible, les limites entre ce qui revient aux Entéro- 
bactéries et ce qui appartient aux Achromobactereae. Il est pour 
Yinstant hors de propos de formuler la moindre critique, ou 
méme d’émettre la moindre réserve a |’égard des positions prises 
par les auteurs dans différents pays. Nous en sommes encore au 
stade de l’observation. Le probléme est posé dans toute son 
objectivité ; le but est de simplifier les systématiques qui feront 
ensuite l’objet d’un travail de synthése des plus souhaitables. Ceci 
fait comprendre que la ot nous ne verrons que peu de parentés 
entre Achromobactereae et Enterobacteriaceae, d’autres en sou- 
ligneront de nombreuses. Cela va de soi et sera ainsi tant que 


TasLeau IJ]. — Sérums anti-Achromobacter et autres bactéries 
a Gram négatif. 


AGGLUTINATIONS 
POUR- 
Noms NOMBRE Cae 
Mono- Poly- 
valentes | valentes 
ZA CINE FOBACEER™ (ncrsie els) s)ciele = 15 5 5 66 
PSEUDOMONADACEAE : : 
Pseudomonas, Flavobacterium, 
Serratia, Empedobacter 
SOWING, Go nnoee I5 ° 4 38 
ENTEROBACTERIACEAE : 
Escherichia, Hafnia, Citvobac- 
tery, Klebsiella, Morganella, 
Proteus, Salmonella 
OAT aeeter sears 44 9 2 24 


Les Entérobactéries les plus souvent agglutinées ont été les Morganella, les 
Klebsiella et les Salmonella. Le cas des Salmonella a été discuté plus haut. 


l'accord ne sera pas réalisé sur un méme objet d’étude. Il n’y 
a done pour le moment aucun espoir dans l’apport de résultats 
indiscutables. Les faits exposés sont rigoureusement dépendants 
de la systématique adoptée. 


Les Achromobactereae, telles que nous les entendons, com- 
prennent environ une centaine d’espéces relativement bien étudiées. 
Notre enquéte sérologique est une enquéte statistique, basée sur 
la fréquence des communautés antigéniques entre les groupes 
étudiés. 
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TECHNIQUES. 


Ce sont les techniques habituelles utilisées en sérologie et en 
sérotypie. Les microbes identifiés et fraichement cultivés sur de 
grandes surfaces de gélose étaient mis en suspension en sérum 
physiologique et formolés a 2 p. 1 000. Les rares espéces auto- 
agelutinables furent bien entendu éliminées de l’expérimentation. 

Les suspensions microbiennes titrant environ 2,5 milliards de 
germes/ml étaient conservées a + 4°. 


Des lapins sélectionnés recevaient d’abord 0,5 ml de suspension 
microbienne, puis des doses croissantes tous les cing jours (1,5 


Tasteau IV. — Sérums anti-Erwinia et Erwinia. 


AGGLUTINATIONS 
Noms NOMBRE 
s Mono- Poly- 
valentes valentes 

AMMVlOUCOV De” dvvave et yap snelO- ests ad a 2 2 
AV OVACAEME A csc doce: Aveo on easier I 
AULVOSC PIVEG a iter sae ust cnietas ohooh oe eet eS 3 
PSOLLUOV Ode tg, ay elem tsa) ears es 2 I I 
IBIOWE FAAS 0 os OO boo TO Os) Z I 
COLUCIRD GER coat arn a eer 5 3 
CONMELUC OMA 3: sap 3, hs rere 16 14 
OCUOMOKs ABb og og bebo aw c.o nC 6 TE 4 
CUO OCUIS & came BUA aS aaa ew Ok 2 I 
IDX TD ION cap eee a BIS ao Hea 4 4 
DUSSOTUCHS ahs tame teKo Meee A | 2 2 
WCTHARMOCCTINUS <ettayeto niet tol uae ae 4 3 
PUSUSIR teen cconRoney na¥udieus kta teats 3 2 I | 
IN@MUPYESSUVGILS. «(c..1 viele sori nets cae 9 3 I | 
POUUSULUSIe Pee anata wa as ee 2 
PUVGOPIUOV Aine ce mxare © seamen e le eee 4 4 
PYM CLALG ET tae chain try chosele een I I 
SalMONUS suans. sass scctean is ede cere I I 
PO ACNE UR OU ao ott oS rn 4 3 

OTA Mr a 73 10 47 


En résumé: Souches agglutinées, 77 p. 100; monovalentes, 14 p. 100; polyva- 
lentes, 63 p. 100. 
Il faut noter la forte proportion de souches polyyalentes. Les sérums 9 (atroseptica) 
et 10 (dissolvens) ont fourni les agglutinations les plus fortes et les plus fréquentes, 
notamment avec les souches carnegieana, carotovora, la souche pastorienne entre 
autres, et atroseptica. 
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a2 ml). Aprés 6 ou 8 injections, ils étaient saignés 4 blanc, huit 
jours aprés avoir regu la derniére dose de suspension microbienne. 
Nous avons obtenu ainsi des sérums titrant jusqu’a 1 800 et 2.500. 
Ces sérums étaient additionnés de sunoxol a 1/1 000 et conservés 
a + 4°. Pour l’emploi, ils étaient dilués au 1/40 ou 1/80 selon 
leur titre. 

Nous avons ainsi préparé 33 sérums différents avec des souches 
de toutes provenances : humaines, vétérinaires, végétales, aqua- 
tiques, marines. 

Les agglutinations ont été effectuées soit sur lames, soit plus 


Tasreau V. — Sérums anti-Erwinia et Achromobacter. 


AGGLUTINATIONS 
Noms NOMBRE 
Mono- Poly- 
valentes valentes 

POOR CUPS tA od RT ale oe I I 
DD CVVCCUUNAUI adh odes tone sevlegeue =e sarsuekec | 9 6 
DD OSUDUOS Ae eare oh okies ake 3 rare Shoes I 
IDESHLOLILICUIU ME eet etee ate | I I 
ECCTIOULE Sa Cone tie Oe I I 
FOVIMOSUIN. sac aide Bie oon 8 Wee: « | 2 I 
GHEY PREACA IT aie ehe hee os Gis aie ee I 
LY PEVOPIVOMIMN: ap iat ss schore one = I 
UECHERMODCVINGS. nw caicie 2 wlslste oe 'e| I I 
VO PWD UBS Mea Neus sie oslo ® e oisie-ehis | 2 
WERGHON ZOU (hex ar, Beye, TROT EEN RTO ey EPS | I I 
VEGGIE Tete aliaira WSIS oie EES foie ahetegs seh | I 
TVET OSHOUOTES BE che 5 BOO i 
WHC ODHUGER. 0) 3 CIB o SOOO 8 3 | I I 
TEOHU IOP ol i ROS DOOCTET AERO | I 
LEYROTABY gp Soh BO ORO GH ME AAS I I 
LEAN ALUNIM On eo Caer ee ee I 
OE GIUCUGOS Socmamc aoa kds Yes 4 2 
SORE bop Sins Wo iadans 6 OMe I I 
SLCVEOLVOPUS rats 2 seis, vei aisais os oes) I 
SUPE UCUAVER Mar aiete a el etetastre ohere or I I 
EV AVUCTD DAN Ae + ieelemin edb BES eee I 
HEADS OPHOTUMUN eid sree tet et I 
VIL TAROSOL (RAR OREO CCL SPOS TROT OAS | 3 2 

ANCHE, grace 39 6 14 


En résumé: Souches agglutinées, 53 p. 100; monovalentes, 17 p. 100; poly- 
yalentes, 36 p. 100. — Les souches delicatulum furent fréquemment agglutinées par 
les sérums: 9 (atroseptica), 10 (dissolvens). 
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fréquemment et pour raison de commodité en tubes avec centri- 
fugation de cing minutes a 2500 t/mn. Comme notre travail est 
avant tout un travail préliminaire de statistique, nous n’avons 
pratiqué aucun titrage d’agglutination avec nos sérums. Cette 
recherche est actuellement en cours. 

Nos statistiques correspondent donc a des réactions d’aggluti- 
nation positives avec des sérums dilués au 1/80. Ces réactions 
allaient d’une positivité correspondant a + (1/80), 4 une positivité 
de +++ et +++ + (1/800 4 1/1 600). 

Les souches de référence n’ont pas été choisies au hasard : 
nous avons utilisé des germes tels qu’une Erwinia carotovora de 
collection (Institut Pasteur), des phytobactéries variées isolées 
de plantes malades (Université de Californie) de souches aussi 
caractéristiques que possible adressées par différents labora- 
toires. 

On trouvera en annexe la liste et la provenance des souches 
utilisées pour la préparation des sérums. 


Tasteau VI. — Sérum anti-Erwinia et autres bactéries a2 Gram-négatif. 


AGGLUTINATIONS 
Noms NOMBRE PouR- 
CENTAGE 
Mono- Poly- 
valentes | valentes 
CINE LOBACKER a anteleieiiiete tes io 3 2 50 
PSEUDOMONADACEKAE : 


Pseudomonas, Flavobacterium, 
Empedobacter, Servatia 
SWODAT a rereustaisas Il 4 3 63 


Pseudomonas et Flavobacte- 
vium ont été le plus fréquem- 
ment agglutinés. 


ENTEROBACTERIACEAE } 
Salmonella, Escherichia, Citro- 
bacter, Proteus, Klebsiella, 
Hafnia, Cloaca 

TOTAT scents 44 2 5 15 


Souches le plus souvent agglutinées : Morganella, 1 par le sérum 10 anti-dissolvens); 
Cloaca, 1 par le sérum 8 (anti-betivora) ; Salmonella, 4 par le sérum 13 (anti- 
carotovora). 


La taxinomie de certaines bactéries achromogénes appartenant 
a la famille des Pseudomonadaceae comporte encore de sérieuses 
incertitudes. Il est entre autres difficile de différencier une Erwinia 
non gazogéne d’un Phytobacterium et de certains Achromobacter. 
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On ne trouve aucun argument décisif. La production de gaz par 
un grand nombre d’Erwinia permet de les reconnaitre aisément ; 
pour les autres, on fait appel au pouvoir pathogéne plus ou moins 
spécifique pour une espéce végétale donnée. C’est la un critére 
des plus fragiles. Nous avons montré a plusieurs reprises avec 
C. Tysset, Jacob, Vacher, Y. Peloux, Menantaud, Ehrhardt notam- 
ment, la fréquence des Erwinia dans les eaux douces et salées, 
chez les animaux aquatiques se nourrissant de plantes, dans les 
fruits de mer et dans les sols. Ce sont des bactéries trés répandues. 
En outre, nous avons pu établir leur pouvoir pathogéne pour les 
animaux a sang chaud en partant d’espéces authentiquement 
phytopathogénes [3]. Ce critére d’action agressive élective pour- 
les plantes a done perdu une partie de sa valeur. Une étude 
ancienne de Nobécourt (1923) [4] avait du reste établi la virulence 
d’Erwinia carotovora pour la grenouille. Les recherches actuelles 


Tasteau VII. — Résumé de l’expérimentation. 
Agglutinées par les sérums 
SOUCHES NOMBRE 
anti-A chromobacter anti-Ervwinia 

Achromobactey ..... 38 FO) Ray Oe 
IBY OIE SAB O5 0 OUD 73 fax Sos ay Yes 
Acinetobacter ....... I5 66 % BOM 
Pseudomonadaceae .. 
Curomoseness ss), i: I5 Bom o OOF 
Enterobacteriaceae .. 44 Dp, Of ne 

AROUP NEN 0.6 6 Onn 185 

Total des épreuves d’agglutination : 6105. — Pseudomonadaceae: 141 souches 


(moyennes d’agglutinations positives, 60,5 p. 100) ; Enterobacteriaceae : 44 souches 
(moyenne des agglutinations positives, 19,5 p. 100). 


montrent que l’universalité de ces bactéries et leur spectre d’acti- 
vité sont beaucoup plus vastes qu’on ne le pensait. 


Toutes ces considérations ont done dirigé notre choix non seu- 
lement dans la préparation des sérums, mais aussi dans les 
épreuves d’agglutinations comparées que nous avons effectuées. 
Au total plus de 185 souches ont été soumises a4 l’action de 
33 sérums agglutinants. Ceci représente une enquéte portant sur 
6 105 agglutinations. 
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Les résultats sont rassemblés dans des tableaux que nous avons 
da résumer au maximum et a l’essentiel ; il ne pouvait étre ques- 
tion en effet de reproduire la totalité de l’expérimentation qui 
représente 6 105 épreuves. 


DISCUSSION. 


1° La grande diversité d’origine des souches étudiées fut une 
des conditions premiéres de cette étude de microbiologie com- 
parée. Toutes les publications consacrées jusqu’ici a la sérologie 
des Achromobacter, des Erwinia et des germes voisins soulignent 
Vhétérogénéité de ces microbes. Si l’on s’arréte aux plus récentes 
enquétes, il faut citer celles de Sackar et collaborateurs (1959) [5] 
et celles que l’on doit 4 Moore et Pickett (1960) [6] qui portent 
respectivement sur 200 souches voisines de |’espéce Alcaligenes 
faecalis et 40 bactéries, elles aussi proches des précédentes. Ces 
recherches n’apportent absolument rien de nouveau qui soit sus- 
ceptible de faciliter la résolution du probléme posé. 


Les auteurs reconnaissent l’existence d’antigénes O et H comme 
il est de régle lorsque l’on s’adresse a des bactéries mobiles 
a Gram négatif. Ils constatent qu’il n’y a pas de correspondance 
entre les sérotypes et les types biochimiques. Des espéces iden- 
tiques peuvent avoir un comportement sérologique différent. Il 
y a, autrement dit, plusieurs sérotypes dans une méme espéce. 
On souligne l’hétérogénéité des Achromobacter. 


Dans la majorité des cas, les auteurs se sont adressés au type 
faecalis et en ont fait le point de départ de leurs recherches. Ils 
ont constaté ce que d’autres avaient déja établi et ce que confirme 
aussi M. Thibault, que le germe de Petruschky est en fait assez 
peu commun et ne serait qu’un cas particulier d’Achromobacter. 
Cette conclusion est celle d’une thése soutenue a Bordeaux il 
y a bientot dix ans (Barreau) [7]. 

Karl Klinge, en 1959 [8], accepte, lui aussi, cette conception. II 
formule seulement des réserves & propos du genre Acinetobacter 
que nous avons créé en 1955 avec A.-R. Prévot pour différencier 
les Achromobactereae immobiles des formes ciliées. La sérologie 
a confirmé notre point de vue, comme nous le dirons dans un 
instant. Les observations faites au microscope électronique par 
KKambou, sous la direction de M™ Enjalbert, en 1959, viennent 
également appuyer cette thése [9]. 


Quoi qu’il en soit, tous ces microbes sont maintenant reconnus 
comme appartenant a la tribu des Achromobactereae, ou tout au 
moins a la famille des Pseudomonadaceae. En effet, les diver- 
gences ne sont qu’apparentes et mineures: que l’on parle de 
Pseudomonas achromogénes (ce qui n’est pas un terme taxino- 
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mique), ou de Pseudomonas et Achromobacter, il s’agit toujours 
de Pseudomonadaceae (Gardner, Pines et Stewart ; Klinge, Moore 
et Pickett ; Sackar et coll. ; Buttiaux). 


Cette étude sérologique confirme donc l’hétérogénéité des 
Achromobactereae, la présence de plusieurs sérotypes dans une 
méme espéce, ainsi qu’en témoignent les tableaux et les commen- 
taires qui les accompagnent. 


On imagine alors combien sera difficile la tache réservée 
a ceux qui voudront établir une sérotypie systématique des 
Achromobactereae & l'aide de sérums purs anti-O et anti-H. Ce 
travail est commencé ; nous disposons actuellement de 8 sérums O 
dont nous venons d’achever la préparation. Les premiers résultats 
des nouveaux tests seront, nous l’espérons, prochainement publiés. 


Les tableaux montrent la fréquence des agglutinations croisées 
entre les Erwinia et les Achromobacter mobiles. On aurait pu 
attribuer cette polyvalence A la présence des antigénes H non 
spécifiques, mais en fait les agglutinations sont presque toujours 
de type O, fines et granulaires, laissant le liquide parfaitement 
clair. 

Certaines agglutinations se présentent avec une notable fré- 
quence. Nous avons en particulier obtenu de fortes agglutinations 
(1/320, 1/640) avec les sérums 9 et 10 préparés avec des Erwinia 
atroseptica et dissolvens, et 82 correspondant 4 un Achromobacter 
superficiale. Il semblerait done que l’on puisse envisager un 
groupe d’Achromobactereae que caractériserait cette commu- 
nauté antigénique O. 

Un autre fait singulier tient 4 la fréquence des agglutinations 
croisées entre Erwinia carnegieana et Achr. delicatulum. Ces 
deux germes sont biochimiquement trés voisins, seule la produc- 
tion de gaz dans les milieux sucrés par l’Erwinia permet de la 
différencier de l’Achromobacter, anaérogéne par définition. On 
pense, devant cette observation, au judicieux rapprochement que 
l’on a fait entre Escherichia et Alkalescens. 

Ceci montre aussi que nous sommes toujours bien, avec ces 
germes, dans la méme famille des Pseudomonadaceae, comme 
l’ont toujours pensé Magrou et Prévot. 


2° L’expérimentation confirme que des espéces biochimiquement 
identiques peuvent se comporter différemment sur le plan séro- 
logique. Des bactéries appartenant 4 une méme espéce, Achr. 
venenosum, Achr. formosum, Erw. carnegieana, par exemple, ne 
sont pas nécessairement agglutinées par les sérums préparés avec 
d’autres souches appartenant 4 la méme espéce. 


3° Les pourcentages d’agglutinations croisées entre Erwinia et 
Achromobacter sont suffisamment élevés pour qu’il soit permis 
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d’envisager un regroupement de ces deux genres dans la méme 
tribu. C’est la un fait nouveau que l’on doit souligner. II en résul- 
terait une trés appréciable simplification de la taxinomie de ces 
bactéries achromogénes qui font l’objet de nos entretiens. Il est 
frappant de constater que les Achromobacter sont presque aussi 
fréquemment agglutinés par les sérums anti-Erwinia que par les 
sérums anti-Achromobacter, et que les Erwinia sont elles-mémes 
aussi souvent sensibles aux sérums anti-Achromobacter qu’aux 
sérums anti-Erwinia. Ces faits, que nous allons chercher a con- 
firmer et A préciser, apporteront un argument supplémentaire 4 la 
simplification taxinomiyuie que nous envisageons. 


4° Les Acinetobacter sont, eux aussi, sensibles aux sérums 
anti-Erwinia et anti-Achromobacter. On trouve tantot des agglu- 
tinations monovalentes, tantot des agglutinations polyvalentes, 
toujours de type O bien entendu, puisqu’il s’agit d’espéces immo- 
biles. La création de ce genre, qui sépare les espéces mobiles des 
immobiles, reste commode. On ne comprend pas pourquoi ne 
seraient pas accordés a ces Achromobactereae immobiles les mémes 
droits A un genre spécifique dont bénéficient les Klebsiella ou les 
Shigella dans la famille des Enterobacteriaceae, les Welchia dans 
celle des Clostridiaceae, et tant d’autres dans toutes les familles 
microbiennes. 


Il est de fait entendu que les Acinetobacter correspondent aux 
Moraxella de M. Piéchaud et aux Achromobacter tels que vient 
de les envisager R. Buttiaux. 


5° Avec les Enterobacteriaceae les agglutinations sont le plus 
souvent monovalentes, sauf en ce qui concerne certaines Salmo- 
nella. Les pourcentages atteignent environ 20 p. 100, ce qui, 
auprés des 60 p. 100 obtenus avec les autres bactéries achromo- 
génes, reste relativement faible. 


Quelques sérums, notamment ceux qui ont été préparés avec 
les souches Erw. carotovora (13), Achr. venenosum (25), Achr. 
jormosum (62), ont donné des réactions d’agglutination intéres- 
santes avec des souches de collection (Institut Pasteur). Il s’agis- 


sait toujours d’agglutinations granulaires de type O. On peut les 
résumer de la fagon suivante : 


Sérums 
SOUCHES ————— 
13 25 26 
Sur Ly DL Sissies tencccra eae Geeta eee tee ae — — 
Sa DANGLY Diet Ate es cata ened ver ae ae + a + 
S:, parcty PIER sere a eee eee ao X — 
Ss (Pargiyplet. Canoes Mapttvoyees hae ocean aF — == 
Six STOUPCND jou oe eae. hie eye + + + 
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Cependant, aucun des microbes ayant servi a préparer les 
sérums agglutinants n’avait de caractéres pouvant faire soup- 
gonner une appartenance au genre Salmonella. Ainsi : 

Erw. caratovora (18) est protéolytique, indologéne et attaque 
énergiquement le lactose. 

Achr. venenosum (25) n’attaque aucun sucre et ne donne pas 
de nitrites en présence de nitrates. 

Achr. formosum est protéolytique et ne transforme pas non 
plus les nitrates en nitrites. 

Ces parentés entre Salmonella et Achromobactereae méritent, 
elles aussi, de plus amples recherches. 

Nous n’avons, par contre, pratiquement jamais obtenu d’agglu- 
tinations avec les Escherichia, cependant gazogeénes et attaquant 
le lactose avec gaz. 


8° Erwinia nimipressuralis semble constituer un groupe séro- 
logique assez particulier, car sur 9 souches, 2 seulement ont été 
sensibles aux sérums anti-Achromobacter et 4 aux sérums anti- 
Erwinia. 

9° Avec différentes Pseudomonadaceae chromogénes nous avons 
obtenu des agglutinations notables. Ce sont surtout les Pseudo- 
monas et les Flavobacterium qui ont été le plus fréquemment 
agglutinés. Ces faits nous rapprochent du point de vue de 
Buttiaux : Pseudomonas chromogénes, Pseudomonas achromo- 
génes, Achromobacter mobiles ou immobiles appartiennent bien 
a la méme famille. Les génériques ne dépendant que des critéres 
choisis, les noms d’espéces restent sans changements et, au fond, 
n’est-ce pas l’essentiel ? Si nous nous accordons sur la famille 
a laquelle appartiennent toutes ces bactéries et sur le nom des 
espéces, nous pouvons déja étre satisfaits. 


CONCLUSION. 


S’il n’est pas encore possible de dresser un bilan, méme réduit, 
des facteurs antigéniques autorisant une sérotypie des Achromo- 
bactereae, il ne faut en étre ni surpris, ni découragé. Le travail 
sera long; il exigera de nombreuses recherches et de patients 
efforts. 

Au lieu d’entreprendre une tache qui ne pouvait aboutir qu’a 
des résultats fragmentaires, avec un nombre restreint de souches 
et de sérums, nous avons préféré choisir la voie de la microbio- 
logie comparée de toutes les bactéries 4 Gram négatif achromo- 
génes. En faisant appel 4 33 sérums agglutinants aussi différents 
que possible et a de trés nombreuses souches isolées des milieux 
les plus variés, il nous a été possible d’envisager l’enquéte sur le 
plan tribal en cherchant 4 définir ce que pourraient étre les 
Achromobactereae. Un total de 6 105 agglutinations résume cette 


Annales de UInstitut Pasteur, 100, supplément au n° 6, 1961. Y 
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expérimentation. Les pourcentages d’agglutinations croisées entre 
Erwinia, Achromobacter, Acinetobacter, Pseudomonadaceae variés 
sont assez significatifs pour penser que tous ces germes appar- 
tiennent bien a la méme famille. 

On confirme ainsi la conception taxinomique frangaise de 
Magrou et Prévot. 

Cette premiére enquéte, qui reste un simple travail de déblayage 
et rien de plus, permet d’envisager un regroupement de toutes les 
bactéries & Gram négatif achromogénes dans une méme tribu, 
celle des Achromobactereae. Il est plus juste d’employer en ce 
moment ce terme tribal, trés général, plutot que celui d’Achromo- 
bacter encore en discussion et trop restrictif pour le travail séro- 
logique qui a été entrepris ici. D’étroites parentés unissent 
Erwinia et Achromobacter traditionnels, mobiles ou non. Seule 
l'aérogénése différencierait les genres de ce groupe microbien. 


Tasreau VII]. — Origine des souches ayant servi a la préparation 
des sérums. 


ACHROMOBACTER. 


Achromobacler agile : eau de mer (Manche). Sérum n° 20. 
— bookeri : homme. Sérum n° 5d. 
— delicatulum : écrevisse. Sérum n° 22. 
a formosum: eau de puits. Sérum n° 26. 
— — moules d’eau douce. Sérum n° 31. 
-— ichthyodermis : poisson de mer. Sérum n° 14. 
- iophagum : écrevisse. Sérum n° 23. 
— — huitres de Marennes. Sérum n° 28. 
— mariense : homme. Sérum n° 24. 
— pikowsky ; poisson d’eau douce. Sérum n° 29. 
— putrefaciens ; homme. Sérum n° 27. 
— recti: homme. Sérum n° 30. 
— venenosum : homme. Sérum n° 33. 
ae — huitres de Marennes. Sérum n° 25. 


ErRwIni. 


Erwinia atroseptica: carpe. Sérum n° 2, 
— — gardon. Sérum n° 9. 
-- betivora : eau de mer. Sérum n° 16. 
— — homme. Sérum n° 8. 
-= carnegieana ; perche. Sérum n° 7. 
~- carotovora: homme. Sérum n° 13. 
— — Institut Pasteur. Sérum n° 21. 
—  dahliae: perche. Sérum n° 7. 
— betivora: eau de mer. Sérum n° 18. 
-= ichthyosmia ; carpe. Sérum n° 12. 
— — homme. Sérum n° 3. 
— — vésicule biliaire de gardon. Sérum n° 11. 
- salmonis : truite. Sérum n° 4, 
—  dissolvens : coquille Saint-Jacques. Sérum n° 10 
— tracheiphila : eau de mer ; Nouméa. Sérum n° 15. 


Ce tableau souligne l’extréme diversité d'origine des souches utilisées pour la 
préparation des sérums agglutinants. 
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On aboutit, en définitive, a une note taxinomique qui pourrait 
par la suite faciliter les nouvelles enquétes sérologiques. Il faudra 
alors choisir des prototypes d’Achromobactereae, aussi bien définis 
et aussi stables que possible, qui serviront de base a la prépa- 
ration de sérums standard spécifiques O pour commencer, H par 
la suite. 

On comprend qu'une telle entreprise ne puisse étre réalisée en 
quelques mois. 

On entrevoit le rdle de plus en plus étendu des Achromobac- 
tereae en médecine, ainsi que M™ Enjalbert vient encore de le 
souligner. Certaines espéces isolées d’aliments souillés, d’affec- 
tions variées, laissent prévoir l’ouverture d’un nouveau chapitre 
de la pathologie qui, sans éclipser celui des entérobactérioses, 
pourrait en devenir un équivalent. Comme il a été dit au début de 
ce travail, le probléme est posé. Il importe de nous accorder sur 
les termes ; il faut souhaiter aussi des échanges de matériaux, 
souches, sérums, une standardisation rigoureuse des techniques 
d’étude. A ce prix, mais a ce prix seulement, on peut espérer des 
résultats satisfaisants et utiles dans un avenir relativement proche. 
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LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES 
DES PSEUDOMONAS, ACHROMOBACTER 
ET ‘’B5W-BACTERIUM ANITRATUM “” 


par Y. CHABBERT et A.-L. COURTIEU. 


(Institut Pasteur de Paris et Institut Pasteur de Lyon) 


Si les Pseudomonas, les Achromobacter et les bactéries ana- 
logues sont aujourd’hui au premier plan de l’actualité bactério- 
logique, c’est en grande partie aux antibiotiques qu’elles le 
doivent. La résistance de ces bactéries permet leur sélection, d’ou 
une augmentation relative de leur fréquence (Enjalbert [44)). 
L’intérét de l’étude de leur sensibilité aux antibiotiques est double : 
d’une part le laboratoire a un role important dans la solution des 
difficiles problémes thérapeutiques qu’elles posent, et d’autre part 
étude des « antibiotypes » est peut-étre susceptible d’apporter 
des éléments destinés a établir leur position. 


MaTERIEL ET METHODES. 


TEcHNIQUES. — La détermination de la sensibilité microbienne 
aux antibiotiques a été faite par deux techniques. 


a) Technique de diffusion en gélose utilisant les disques fournis 
par l'Institut Pasteur de Paris sur le milieu spécial préparé par 
cet institut et sur milieu Brain Heart Infusion Agar (Difco). L’ino- 
culum était réglé pour obtenir des colonies denses, mais isolées. 
Dans certains cas, l’incubation a été faite a 30°. La lecture a été 
faite par rapport a une souche test sur les abaques publiés par 
l'un de nous [44]. Cette technique a été utilisée de préférehce pour 
la détermination de la sensibilité au chloramphénicol, tétracycline, 
streptomycine et néomycine. 

b) Technique de dilution en gélose par la technique des stries 
sur milieu pour la détermination de la sensibilité aux antibiotiques 
avec un inoculum de l’ordre 10° bactéries. Les conditions détaillées 
des titrages faits avec le méthane sulfonate de colistine ont été 
publiées par ailleurs [48]. Cette technique a été utilisée de préfé- 
rence pour les déterminations de la sensibilité vis-a-vis de la 
pénicilline G, de la diméthoxyphényl pénicilline, érythromycine, 
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novobiocine et méthane sulfonate de colistine (colimycine injec- 
table). 

La production de pénicillinase a été étudiée suivant la technique 
décrite par Gots [47], en utilisant comme germes tests Sfaph. aureus 
209 P et Sarcena lutea ATCC 5345. 


Soucnes. — Cette étude a porté sur 486 souches dont le deétail, 
le nom et l’origine figurent en téte des paragraphes suivants. 
Certaines séries de souches n’ont été titrées que vis-a-vis de tel 
ou tel antibiotique. 


RESULTATS. 


I. — Pseudomonas aeruginosa. 


En raison de sa fréquence clinique, le comportement des anti- 
biotiques vis-a-vis de P. aeruginosa a été trés étudié, mais les 
résultats ont souvent été contradictoires. Cela tient a plusieurs 
faits : a) Dans la population d’une souche déterminée, les indi- 
vidus microbiens présentent une grande hétérogénéité de sensi- 
bilité. Henneberg et Muller (19], en 1954, travaillant sur 22 souches 
de Ps. aeruginosa, isolent pour chaque souche 100 colonies et 
montrent pour quatre antibiotiques que la sensibilité de ces colo- 
nies se répartit sur un éventail de concentrations qui va de la 
sensibilité 4 la résistance. b) Ps. aeruginosa produit une pénicil- 
linase et une substance inhibitrice de la streptomycine (Arquié 
et coll. {2}, Lightbrown [24]}). c) Il y a en outre une discordance 
nette entre les résultats obtenus par les méthodes de diffusion et 
les méthodes de dilution pour les tétracyclines, et entre les 
méthodes de dilution en milieu liquide ou en milieu gélosé pour 
les antibiotiques de la famille des néomycines. d) Les limites entre 
la sensibilité et la résistance sont aussi appréciées trés différem- 
ment. Certains auteurs envisagent seulement un traitement local 
et placent trés haut (vers 100 pg/ml) la limite de la résistance. 
e) Enfin, depuis quinze ans, la sensibilité a évolué d’une fagon 
qui a été diversement appréciée. Nous essaierons de dégager les 
faits principaux qui ressortent des études de Finland et coll. 
(45, 40], Waisbren et Strelitzer [39], aux Etats-Unis, et de Lurz 
et coll. (24, 25], Andrieu, Monnier et Bourse {4], Chabbert et 
coll. [42], Bertoye et Courtieu [8], Moustardier et coll. [34], en 
France. 

Les résultats de la sensibilité vis-a-vis de cing antibiotiques 
obtenus sur 86 souches isolées par Buttiaux, a l'Institut Pasteur 
de Lille et étudiées par la méthode des disques, et ceux de 
119 souches étudiées par Courtieu et coll. [48], vis-a-vis du sulfate 
de colistine par la méthode de dilution en gélose, sont figurés 


sur le tableau I. 
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Ces résultats doivent étre complétés par ceux fournis par diffé- 
rents auteurs pour avoir une idée d’ensemble de la sensibilité et 
de son évolution pour les différents antibiotiques. 

En ce qui concerne leur sensibilité a la streptomycine, les Ps. 
aeruginosa se répartissent habituellement en deux populations. 
L’une se situe plus ou moins haut dans la zone de sensibilité limite 
suivant les auteurs ; le pourcentage maximum de souches se situe 
ici autour de 16 pg/ml; il est de 10 a 20 ug/ml pour Lititz (25), 
de 50 ug/ml pour Finland, de 50-100 ug/ml pour Bourse [4]. La 


Tasteau I. — Pseudomonas aeruginosa. 
| 
C.M.I. (ug/ml) | 
| 
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| | | 
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deuxiéme population est composée de souches nettement résis- 
tantes, inhibées par des concentrations supérieures 4 100 et méme 
1000 ug/ml. L’importance respective de ces deux populations est 
évidemment variable. Graber [48] signale que les souches isolées 
chez les grands brialés sont presque toutes résistantes, tandis que 
les souches isolées des selles seraient sensibles. Le traitement 
sélectionne certainement les souches résistantes. Bourse [4] publie 
des diagrammes trés nets a cet égard. Au cours des années, une 
évolution s’est faite en général vers l’augmentation de la propor- 
tion des souches résistantes a la streptomycine. Nous avons signalé 
cette évolution progressive entre 1949 et 1952 (Chabbert et 
coll. [42}]), Pour Finland et coll., le pourcentage des souches 
résistantes & 400 uweg/ml passe de 13 a 44 p. 100. Waisbren 
et Strelitzer [39], comparant les résultats de 1956 avec ceux 
de 1958, notent un phénoméne analogue. Cependant Liitz et 
coll. [25] inversement signalent de 1953 4 1957 une diminution 
réguliére (81 4 65 p. 100) du pourcentage de souches résistantes. 

Vis-a-vis de la néomycine, les résultats de la méthode des 
disques montrent une majorité de souches de sensibilité limite ou 
résistantes. Il n’y a, en fait, que 28 p. 100 des souches sensibles 
a moins de 50 ug/ml. Ces résultats sont en accord avec les études 
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de Finland et Bourse faites par la technique des dilutions en 
milieu gélosé ; mais ces chiffres sont en contradiction avec ceux 
des auteurs qui ont étudié la sensibilité des Ps. aeruginosa Aa la 
néomycine en milieu liquide. Par cette technique, Yow [44] et 
Bourse [4] trouvent 50 p. 100 de souches sensibles a moins 
de 15 ug/ml et Liitz et coll. {25] 90 p. 100, aussi bien en 1955 
qu’en 1957. Ces discordances sont dues probablement a leffet 
de certains sels dans les méthodes de diffusion et de dilution en 
gélose. Cet antibiotique étant utilisé en usage local, il est difficile 
d’en évaluer Vactivité exacte et de la comparer aux résultats 
obtenus in vitro. 


Comme pour la streptomycine, une évolution vers la résistance 
& la néomycine entre 1948 et 1954 est signalée par Finland [40] 
et entre 1956 et 1958 par Waisbren [39]. Le réle des traitements 
dans cette sélection n’étant pas trés net, il faut faire intervenir 
pour expliquer ce phénoméne la résistance croisée bien connue 
entre la streptomycine et la néomycine (Monnier et Quercy [30)). 


Pour les tétracyclines, un probléme analogue se pose. Le 
tableau I fait apparaitre peu de souches sensibles a la tétra- 
cycline. I] en est de méme pour la chlortétracycline et l’oxytétra- 
cycline. Sur 86 souches éprouvées, une seule montre une résis- 
tance aux deux premiers antibiotiques et une grande sensibilité 
a Voxytétracycline. Or, cette activité particuliére de l’oxytétra- 
eycline apparait nettement dans les études faites en milieu 
liquide. Cette spécificité d’action, signalée dés Vapparition de cet 
antibiotique ressort nettement des derniers chiffres publiés par 
Liitz et coll. [25] en 1957. Sur 100 souches, cet auteur observe 
que la grande majorité des souches sont inhibées par moins 
de 10 pe/ml d’oxytétracycline, tandis quil faut entre 10 et 
100 ug/ml de tétracycline. Le rapport des concentrations inhibant 
le plus grand nombre de souches de V’un et l’autre produit est 
de 1 A 4. Mais une telle différence ne se rencontre pas aussi net- 
tement par la technique des dilutions en milieu solide, ot l’oxy- 
tétracycline se montre 4 peine deux fois plus active que la 
tétracycline. Les raisons exactes de cette activité élective de l’oxy- 
tétracycline et les divergences selon les techniques n’ont jamais été 
nettement élucidées. 


Peu de souches de Ps. aeruginosa sont sensibles actuellement 
au chloramphénicol. Entre 1944 et 1952, nous avions observé {42} 
la disparition des souches sensibles. Actuellement, quelle que soit 
la technique utilisée, moins de 10 p. 100 des souches sont inhibées 
par des concentrations inférieures 4 50 ug/ml. 

En fait, les seuls antibiotiques réellement actifs actuellement 
sont ceux de la famille des polymyzines : le sulfate de poly- 
myxine B, toxique et surtout utilisé en usage local, s’est toujours 
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montré actif sur ensemble des souches. Dans les diverses études 
faites par Finland, la presque totalité des souches étaient inhibées 
par des concentrations de l’ordre de 3 a 6 ug/ml et il n’y avait 
pas de souches résistantes. Depuis quelques années est apparue 
la colistine (colimycine), dont un sel, le méthane sulfonate, peu 
toxique, peut étre utilisé par voie générale. Dans le tableau I on 
voit que 97 souches sur 119 sont inhibées par des concentrations 
inférieures 4 3 pg/ml. Il ne semble pas y avoir eu d’évolution 
vers la résistance depuis que la polymyxine et la colistine sont 
utilisées ; cette résistance est du reste trés difficile a obtenir in 
vitro pour Ps. aeruginosa et elle est peu stable. 

Cette étude de la sensibilité de Ps. aeruginosa vis-a-vis des anti- 
biotiques apporte des éléments utiles aux points de vue bactério- 
logique et thérapeutique. 

Au point de vue bactériologique, |’« antibiotype » de Ps. aeru- 
ginosa peut se définir par une sensibilité aux polymyxines, une 
résistance variable mais toujours assez grande a la famille des 
streptomycines-néomycines, aux tétracyclines et au chloramphé- 
nicol, et une résistance compléte vis-a-vis des macrolides et de la 
pénicilline. Finland {40] et Bourse [4] n’obtiennent une inhibition 
pour la presque totalité des souches qu’avec 200 a 400 pg/ml 
d’érythromycine, et Franck [45] n’inhibe pas 32 souches sur 33 
avec 1000 pg/ml de pénicilline G. Il y a naturellement quelques 
exceptions, mais dans l’ensemble Ps. aeruginosa semble plus 
résistant que les autres Pseudomonas. 

Les antibiotiques ont, en outre, une action sur la production de 
pyocyanine. Les souches les plus résistantes 4 la streptomycine 
isolées de préférence 4 la suite d’un traitement, sont des souches 
apigmentées. Pour Bourse [4], toutes les souches apyocyanogénes 
sont insensibles a 800 ug/ml de streptomycine, mais elles élaborent 
quand méme un pigment fluorescent trés net. Selon ce méme 
auteur, dans les gammes de dilution, on peut observer des varia- 
tions de production de pyocyanine pour des concentrations sub- 
inhibitrices de streptomycine, néomycine, tétracycline avec un 
phénoméne de zone inconstant. Schneierson et coll. [84] ont récem- 
ment observé sur 8 souches sur 4 de Ps. aeruginosa une dispari- 
tion compléte et permanente de la production de pyocyanine en 
présence de concentrations sub-inhibitrices de chloramphénicol et 
d’érythromycine. Ces altérations permanentes ou transitoires de 
la pigmentogénése sous l’influence des traitements aux antibio- 
tiques affaiblissent certainement la valeur taxinomique de ce 
caractére chez les souches isolées en clinique. 

Au point de vue thérapeutique, il n’est pas question de faire ici 
une revue générale des succés et des échecs enregistrés avec 
les différents antibiotiques. D’une fagon trés générale, les poly- 
myxines, et actuellement le méthane sulfonate de colistine, sont 
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les antibiotiques de choix qui ont donné les résultats les plus 
constants. La streptomycine s’est montrée trés irréguliére dans 
son action in vivo en discordance avec son activité in vitro 
sur la souche pathogeéne. A cdté de ces antibiotiques majeurs, les 
études in vitro montrent que les tétracyclines sont peu actives et 
surtout trés peu bactéricides, et les sulfamides uniquement bacté- 
riostatiques dans les 2/3 des cas (Mollaret et Warluzel [29}), cepen- 
dant les deux sont capables de donner des synergies bactério- 
statiques et bactéricides nettes avec les polymyxine B ou le 
méthane sulfonate de colistine (Bunn et coll. [8], Vacca [37], 
Bourse [4], Andrieu et coll. [4}). Une étude précise dans chaque 
cas particulier de septicémie ou de méningite a Ps. aeruginosa, 
des associations de colistine, oxytétracycline et streptomycine 
simpose. Les meilleures associations actuelles ne seront pas 
exemptes d’échecs et le traitement des septicémies et endocardites 
a bacille pyocyanique reste difficile. 


II. — Ps. fluorescens er Groupe Maltophilia. 


Ii a paru intéressant de rapprocher le comportement des anti- 
biotiques vis-a-vis de deux sortes de bactéries susceptibles d’étre 
apparentées. Le premier groupe comprend 15 souches de Ps. fluo- 
rescens de la collection de M. Véron [88], et le deuxiéme groupe, 
20 souches de bactéries 4 Gram négatif, protéolytiques, a ciliature 
polaire, isolées de produits pathologiques (hémocultures, pus, 
expectorations, L. C. R.) et de contaminations, isolées de sang 
conservé et de cultures de tissus. Ces souches, rangées initialement 
dans le groupe Alcaligenes, ont été étudiées et leur caractére 
discuté au cours de cette séance par P. Thibault {86}. Elles sont 
désignées ici sous le nom de groupe Maltophilia. 

Un certain nombre de différences apparaissent entre ces deux 
groupes (tableau II). 

L’érythromycine, que nous avons vu complétement inactive sur 
les Ps. aeruginosa, est inactive aussi sur les Ps. fluorescens : 
14 souches sur 15 ne sont pas inhibées par 64 ug/ml. Par contre, 
les bactéries du groupe Maltophilia montrent une sensibilité 
variable et partielle mais nette. Ces souches ont été titrées par 
la méthode de dilution en gélose, par la technique des stries avec 
un inoculum de l’ordre de 10° bactéries. Pour la presque totalité 
des souches, l’érythromycine ne provoque pas un arrét net de 
l’ensemble de l’inoculum. Entre la concentration inhibant totale- 
ment la croissance et la concentration qui n’inhibe qu’une partie 
importante des bactéries (inhibition partielle), on observe un écart. 
Ce phénoméne, ici trés intense, montre une grande hétérogénéité 
de comportement de ces populations. Sur le tableau I, figure la 
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Tasrrau Il. — Ps. fluorescens et « groupe Maltophilia ». 
C.M.I. (ug/ml) 
| 
2 | ; | 
0,5 I 2 4 8 16 32 64 + a 
| | 
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répartition de ces deux points limites pour nos souches. Quel 
que soit le point limite choisi, la sensibilité de beaucoup de 
souches du groupe Maltophilia est beaucoup plus grande que 
celle des Pseudomonas aeruginosa ou fluorescens. 

Vis-a-vis de la sireptomycine on retrouve avec les Ps. fluo- 
rescens l’ébauche des deux populations que nous avions rencon- 
trées avec Ps. aeruginosa: l'une de sensibilité limite et l’autre 
résistante. Il y a peu de souches résistantes, ce qui est en accord 
avec les constatations de divers auteurs. Les bactéries du groupe 
Maltophilia, par contre, montrent 2/3 de souches résistantes et 
une grande dispersion des souches sensibles ou limites, 

Des différences de comportement analogues se rencontrent dans 
la sensibilité de ces deux groupes de bactéries vis-a-vis des tétra- 
cyclines et du chloramphénicol. Les Ps. fluorescens se sont montrés 
assez peu sensibles avec des répartitions voisines de celles des 
Ps. aeruginosa. Les souches du groupe Mallophilia sont beaucoup 
plus sensibles et sont trés dispersées. 

Enfin, les deux groupes ont une égale senet bilities vis-a-vis des 
antibiotiques de la famille polymyzine- colistine. Une souche de 

. fluorescens cependant s’est montrée peu sensible. La _pré- 
sence de telles souches est signalée par Janbon et coll. [20] 
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depuis 1953 dans des cas de méningites. Malgré cela ces anti- 
biotiques sont nettement les antibiotiques de choix pour ces 
bacteries. 

Cette étude a porté sur un trés petit nombre de souches ; des 
résultats obtenus vis-a-vis de cing antibiotiques, on ne peut tirer 
aucun fait tendant 4 montrer que ces deux groupes de bactéries 
sont susceptibles d’étre apparentés. 


III. — B5W, B. anitratum Er BAcTERIES ANALOGUES. 


Il nous a paru intéressant aussi d’étudier et de comparer la 
sensibilité vis-a-vis des divers antibiotiques de 250 souches portant 
des dénominations trés diverses, mais dont certaines désignent des 
bactéries soit identiques, soit susceptibles d’étre apparentées. Les 
dénominations et l’origine de ces souches sont les suivantes : 


12 Achromobacter (Buttiaux, Institut Pasteur, Lille) ; 
11 Morazella lwoffi (Piéchaud et Second, Institut Pasteur, 
Paris) ; 
98 Morazella lwoffi (Courtieu, Institut Pasteur, Lyon) ; 
6 Mima polymorpha (Miss O, King) ; 
4 Bo5W (Buttiaux, Institut Pasteur, Lille) ; 
10 Bacterium anitratum (E. Lund, Copenhague) ; 
12 Morazella glucidolytica (Piéchaud et Second, Institut Pasteur, 
Paris) ; 
89 Moraxella glucidolytica (Courtieu, Institut Pasteur, Lyon) ; 
4 Diplococcus mucosus (Seeliger, Bonn) ; 
4 Acinetobacter (Enjalbert, Kambou, Toulouse). 


Les publications connexes de Buttiaux [9], Piéchaud [83], Cour- 
tieu [43], Brisou [5], précisent les caractéres bactériologiques de 
certaines de ces bactéries. 

Nous comparerons les résultats obtenus avec les études anté- 
rieures sur la sensibilité aux antibiotiques faites par Brooke [6] 
sur B5W B. anitratum, Brooks et Sanders [7] sur les Mime, 
Lund [23] sur B. anitratum, Linzenmeier [22] sur Diplococcus 
mucosus, Litz et coll. [24, 26] sur B. anitratum et Peloux [82] sur 
Moraxella lwoffi et Moraxella glucidolytica. 


Pénicilline, érythromycine, novobiocine. — Nous avons vu que 
les Pseudomonas sont fortement résistants a ces trois antibiotiques. 
Ils produisent de plus une pénicillinase, trés nette pour toutes 
les souches de Ps. fluorescens que nous avons étudiées et plus 
difficile a mettre en évidence pour Pseudomonas aeruginosa en 
raison de l’activité antagoniste de la pyocyanine vis-a-vis des 
souches tests qui servent a la mise en évidence de cette pénicil- 
linase. Par opposition, une certaine sensibilité des bactéries étu- 
diées ici apparait vis-a-vis de ces antibiotiques. 
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La sensibilité a la pénicilline G a méme été introduite comme un 
caractére taxinomique ; Shewan [85], Buttiaux [10], Gagnon {16} 
considérent qu’une grande sensibilité a la pénicilline permettrait 
de caractériser les Achromobacter. D’autre part, Piéchaud (83] 
pense que dans le genre Morarella, M. duplex et lacunata sont 
sensibles tandis que M. lwoffi et glucidolytica sont résistantes 
(tableau III). 


Tasieau II. — Pénicilline G. 
: 2 
gi CMI. (ug /ml) 
ne) 
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Oe PSs 10) 
A g 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 I 2 4 R 
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II Morax. LWOFFI(I.P. Paris)| . . |2t—=)) «9 |n(-e ste Gee 4 Ge) 
98 MoRAX. LWOFFI (I.P. Lyon} . I I 3 8 4 15 66 
5 MIMA POLYM. (King)....] . x I : : ‘ : 4 
4 Bos w (lb eatalley a. eae d : E , ; ; Ct a aay 
12 MORAX. GLUCIDOLYTICA 
(Giles JeekeS) oro. cs one oe Ei) ee els) ee : : 9o(-) 
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(aD yom) an ase ater : , I 2 3 83 
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Le tableau III montre les résultats que nous avons obtenus avec 
les souches étudiées ici. Les Achromobacter possédent 4 souches 
sensibles d’origine ancienne et 8 souches résistantes beaucoup 
plus récentes. Moraxella lwoffi comporte prés d’un tiers de 
souches apparemment sensibles. Par ailleurs, le groupe B5W, 
M. glucidolytica, B. anitratum, etc., ne comporte presque que 
des souches résistantes. Nous avons recherché la production de 
pénicillinase pour 36 de ces souches, les résultats sont figurés 
entre parenthéses. Toutes les souches dont la sensibilité dépas- 
sait 0,5 ug/ml, ont été trouvées productrices de pénicillinase. Rien 
ne prouve, pour les souches les plus sensibles, qu’une culture en 
présence de pénicilline ne permettrait pas d’induire la production 
de cette enzyme. Ce caractére de production de pénicillinase nous 
semble rendre trés aléatoire l’utilisation de la sensibilité A la 
pénicillne comme caractére taxinomique. 
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Nous avons recherché si, par contre, ces souches ne seraient 
pas trés sensibles a la diméthoxyphényl-pénicilline dérivée de 
acide o-pénicillanique. La sensibilité est variable, et dans 
ensemble plutét faible. Certaines souches d’Achromobacter et 
de Moraxella glucidolytica fortement productrices de pénicillinase 
anti-pénicilline G, se sont montrées capables d’élaborer une sub- 
stance diffusible inhibitrice de cette pénicilline synthétique. La 
sensibilité 4 son égard ne semble pas non plus devoir étre utilisée. 

L’ensemble des bactéries étudiées ici montrent par contre une 
sensibilité a Pérythromycine beaucoup plus grande que celle habi- 
tuellement rencontrée chez les Entérobactéries ou les Pseudo- 
monas. 

Les 217 souches titrées se sont toutes montrées sensibles a des 
concentrations inférieures 4 16 »g/ml. Dans l’ensemble les concen- 
trations minima inhibitrices sont comprises entre 2 et 16 ug/ml, 
le groupe Morazella lwof/i-Mima polymorpha étant plus sensible 
que le groupe B5W-B. anitratum-Morazella glucidolytica. Ces 
chiffres sont en accord avec ceux de Lund [23], Linzenmeier [22], 
Lititz [26]. Peloux [32] cependant trouve une sensibilité légérement 
plus grande. 

Il s’agit d’une sensibilité limite, d’importance discutable en 
thérapeutique, mais qui caractérise assez nettement ces bactéries. 

Le comportement de la novobiocine est trés voisin de celui de 
Vérythromycine. Une étude plus poussée de l’action de cet anti- 
biotique serait nécessaire. 


Chloramphénicol. — La sensibilité de ces bactéries au chloram- 
phénicol est trés particuliére (tableau IV). 

Le premier groupe de bactéries du tableau IV comporte 
115 souches de Morazella lwoffi et Mima polymorpha. Elles se 
montrent toutes extrémement sensibles au chloramphénicol a des 
concentrations inférieures a 15 ug/ml. Le deuxiéme groupe com- 
prend 92 souches de Moraxella glucidolytica, B5W, B. anitratum 
non protéolytiques, dont 87 p. 100 sont résistantes a plus de 
15 ue/ml de chloramphénicol. Ce caractére de résistance est trés 
anciennement connu dans la littérature. En 1951, Brooke [6] signa- 
lait 85 souches résistantes sur 86 de BSW, B. anitratum ; en 1954, 
Lund [23] notait 95 p. 100 de souches résistantes sur 77 souches 
de B. anitratum ; en 1955, Linzenmeier [22] trouve 20 souches 
résistantes de Diplococcus mucosus (8. anitratum) ; en 1958, sur 
93 souches de B. anitratum, Liitz et coll. [26] trouvent 83,8 p. 100 
de resistantes. 

Ce caractére, joint & une sensibilité plus grande aux tétra- 
eyclines, est done bien une caractéristique de ce groupe. 

Le troisieéme groupe de bactéries de notre tableau IV est plus 
hétérogéne. Il faut cependant noter que vis-a-vis du chloramphé- 
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nicol les souches protéolyliques de Moraxella glucidolytica se 
montrent plus sensibles que les souches non protéolytiques et 
occupent une position intermédiaire entre ces derniéres et 
Morazella lwoffi. 


69 MOoRAX. GLUCID. (NP) 


12 MoRAX. GLUCID. (NP) 


Tasteau IVY. — Chloramphénicol. 
B 
| Pas C.M.I. (ug/ml) 
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| Anitr. 
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Tétracycline, streptomycine, colistine (tableau V). — Les trois 


antibiotiques qui figurent sur ce tableau sont beaucoup plus actifs 
que les précédents. La tétracycline se montre dans l'ensemble 
active aussi bien sur Morazella glucidolytica que sur Morazella 
lwoffi. Cette sensibilité de Morazella glucidolytica a la tétracycline 
contrastant avec la résistance au chloramphénicol fait que cette 
bactérie posséde un « antibiotype » trés particulier que l’on ne 
rencontre pas dans d’autres bactéries 4 Gram négatif. Au point de 
vue thérapeutique cependant, les tétracyclines sont assez peu bac- 
téricides. 


Vis-a-vis de la streptomycine nous avons deux populations, l’une 
sensible, l’autre résistante. Cette derniére représente ici environ 
45 p. 100 des souches, mais elle est variable suivant les statistiques 
publiées : 37 p. 100 pour Brooke [6], 39 p. 100 pour Lund [23] 
69 p. 100 pour Littz (26). 


J 


LE { 


Ne} 
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Tasteau V. — Moraxella Iwoffi et M. glucidolityca. 
\j = — ~ a 
“5 C.M.I. (ug /ml) | 
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||} On - 
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L’association de ces deux derniers antibiotiques (streptomycine, 
tétracycline) est susceptible de donner des synergies de type bacté- 
ricide trés nettes. Dans un cas de suppuration pulmonaire massive 
signalé par René Martin et coll. [28], cette action s’est vérifiée 
in vivo de fagon spectaculaire. Pourtant le traitement des ménin- 
gites ou des septicémies a B. anitratum a souvent été trés décevant 
et la mortalité élevée, malgré des stérilisations apparentes (René 
Martin et coll. [27)). 

Pratiquement les seuls antibiotiques réellement actifs in vitro, 
a la fois bactériostatiques et bactéricides, sont les antibiotiques de 
la famille des polymyzines. La toxicité du sulfate de polymyxine B 
a restreint considérablement son emploi, mais actuellement le 
méthane sulfonate de colistine, utilisable par voie générale, ouvre 
des possibilités nouvelles. 


RESUME. 


1° Au point de vue thérapeutique, les Pseudomonas, BdW, 
B. anitratum, Morazella lwoffi et glucidolytica sont sensibles aux 
antibiotiques de la famille des polymyxines. Parmi eux, le méthane 
sulfonate de colistine, peu toxique, est susceptible d’avoir un effet 
thérapeutique intéressant. 

Tous ces groupes de bactéries comportent un pourcentage 
important de souches résistantes a la streptomycine. Les anti- 
biotiques a large spectre et les sulfamides sont souvent bactério- 
statiques, mais peu bactéricides. Cependant dans certains cas, des 
associations de ces produits sont susceptibles d’étre actives et 
doivent étre étudiées dans chaque cas particulier. 
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2° L’action des antibiotiques apporte quelques éléments util- 
sables dans la détermination de leur position taxinomique. 


a) La pigmentogénése de Ps. aeruginosa peut étre influencée 
par de nombreux antibiotiques. 


b) Ps. fluorescens et les bactéries du « groupe Maltophilia » 
sont sensibles a divers antibiotiques. La comparaison des sensi- 
bilités de deux séries de souches de ces bactéries ne permet pas 
d’affirmer qu’il existe un lien entre elles. 


c) Les Achromobacter et les Moraxella sont producteurs de 
pénicillinase. La sensibilité de la pénicilline, trés variable, peut 
difficilement constituer un caractére taxinomique. 

d) L’activité de l’érythromycine sur Achromobacter, BoW, 
B. anitratum, Morazella lwoffi et glucidolytica, Mimae et Herellea, 
quoique faible et peu intéressante au point de vue thérapeutique, 
montre que ces bactéries ont une position assez ia part. 


e) B5W, Bacterium anitratum, Morazella glucidolytica non pro- 
téolytique et bactéries analogues, sont partiellement sensibles a 
l’érythromycine et a la novobiocine, sensibles aux tétracyclines et 
résistants au chloramphénicol. Cet « antibiotype » trés particulier 
plaide en faveur d’une espéce trés différenciée. 
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DISCUSSION 


Une discussion, a laquelle ont pris part plusieurs membres 
de la-Société, a suivi l’exposé des rapports inscrits au pro- 
gramme du Colloque. Les principaux problémes évoqués furent 
les suivants 


1° Il est important de bien définir les techniques d’étude 
employées pour attribuer 4 une souche un caractére donne. 


En particulier, on ne peut parler de bactéries aérobies-anaé- 
robies facultatives que si on obtient une culture ‘en profondeur 
dans un milieu sans nitrate, certains germes aérobies pouvant 
cultiver en anaérobiose grace a Voxygéne du nitrate. L’emploi 
de géloses profondes avec et sans nitrate est conseillé. 


2° Toute classification est basée sur un certain nombre de 
caractéres examinés simultanément. Certains sont particuliére- 
ment importants : la morphologie et la ciliature, l’aérobiose 
stricte ou facultative, le catabolisme des glucides par vole oxy- 
dative ou fermentative, la recherche de certaines enzymes comme 
la cytochrome-oxydase. I] est 4 noter que, parmi les bactéries 
étudiées au cours de ce Colloque, aucune ne posséde un méta- 
bolisme fermentatif du glucose. 


D’autres caractéres comme la liquéfaction de la gélatine, la 
production de H,S, l’attaque d’un glucide, qui sont des carac- 
teres variables notamment en fonction des techniques utilisées, 
ne peuvent servir qu’a subdiviser un groupe préalablement défini. 


3° La nécessité d’inclure les Serratia (péritriches, aérobies- 
anaérobies facultatives, faisant fermenter le glucose et réduisani 
les nitrates en nitrites) dans les Enterobacteriaceae a été rappelée. 
Parmi les Enterobacteriaceae, a cdté de nombreuses souches 
non pigmentées, il en existe certaines qui élaborent un pigment, 
par exemple dans les groupes Escherichia et Cloaca. 


D’autre part, le fait d’appartenir aux Enterobacteriaceae ne 
peut exclure la possibilité, pour certaines souches, d’avoir un 
habitat normal en dehors de l’intestin. 


4° La position taxinomique des Erwinia a été discutée. Le 
caractére phytopathogéne qui leur est attribué n’est pas incom- 
patible avec leur inclusion dans les Enterobacteriaceae dont elles 
possédent les caractéres généraux. 
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On sait, en effet, que certaines souches, apres la perte de leurs 
enzymes pectinolytiques, cessent d’étre phytopathogénes, deve- 
nant ainsi impossibles a distinguer d’authentiques Enterobacte- 
riaceae, et que, d’autre part, on a pu rendre phytopathogénes 
des bactéries comme les Cloaca par passages successifs sur le 
concombre. 


5° Ila été rappelé qu’il existe des communautés antigéniques 
entre les organismes trés éloignés les uns des autres, et qu’une 
classification 4 l’échelle des genres ou des familles, basée seu- 
lement sur des communautés antigéniques, est illusoire. 


6° M. Brisou pense toutefois qu’il est encore prématuré de 
modifier la systématique frangaise traditionnelle et que rien n’em- 
péche de lui rester fidéle. En effet, dans ce Colloque, seules 
certaines espéces microbiennes ont été envisagées, sur lesquelles 
il serait imprudent de généraliser. Il y a par exemple 130 espéces 
de Pseudomonas chromogénes A pigment diffusible ; or, ici deux 
seulement ont été étudiées : le classique Ps. aeruginosa et Ps. fluo- 
rescens. Chez les autres il existe des spécimens non oxydatifs, 
fermentatifs, qui n’en sont pas moins des Pseudomonas authen- 
tiques. On connait aussi des Serratia sans action sur les sucres 
et les nitrates et qui cependant élaborent un magnifique pigment 
rouge. Une meilleure connaissance de la microbiologie comparée 
d’une part, la multiplication des tests biochimiques d’autre part, 
entrainent a des conclusions moins absolues. I] n’existe aucun 
test isolé qui puisse étre pris en considération. On ne peut juger 
que sur un ensemble de caractéres biochimiques, morphologi- 
ques et sérologiques. On ne doit pas négliger non plus les des- 
criptions données par les traités. Les Moraxella, entre autres, 
sont avant tout des Parvobacteriaceae de la microflore endogéne. 
Il ne faut pas confondre avec elles une flore ubiquitaire connue 
et décrite depuis trés longtemps et qui appartient de l’avis de la 
grande majorité des bactériologistes a la tribu des Achromo- 
bactereae. Il faut éviter de décrire sous des vocables non confor- 
mes aux régles de la taxinomie des espéces déja décrites et bien 
connues. Des échanges de souches étudiées avec les mémes 
méthodes sont souhaitables. Enfin, il est bien entendu que les 
parentés antigéniques entre les bactéries doivent étre interprétées 
avec prudence. Toutefois, lorsque les réactions croisées se pro- 
duisent avec une fréquence de 60 4 70 p. 100 entre certains 
groupes microbiens et que ces parentés concordent avec la taxi- 
nomie, on est en droit d’en tenir compte, tout en sachant que 1a 
encore il n’y a rien d’absolu. 


7° Un point de vue sur la classification des Morazella a été 
présenté (M. Courtieu) ; il est rapporté ci-apres. 
Q * 
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CARACTERES BACTERIOLOGIQUES DE 214 SOUCHES DE MORAXELLA LWOFFI 
ET DE M. GLUCIDOLYTICA (ACINETOBACTER) 


par A.-L. COURTIEU, Suzanne CHASSIGNOL et Cécile LONGERAY. 


(Institut Pasteur de Lyon) 


A Voceasion d’examens de produits pathologiques divers effec- 
tués au Service de Microbiologie, un certain nombre de souches 
microbiennes ressemblant aux Moraxella et non classables parmi 
les Entérobactéries ont été rencontrées. Nous avons sélectionné 
pour cette étude les germes répondant aux critéres suivants 
bacilles (souvent polymorphes), immobiles, Gram-négatifs, aéro- 
bies stricts, se développant sur milieux simples, ne réduisant 
pas les nitrates en nitrites et dont les colonies sur les divers 


milieux ne sont pas pigmentées et ne possédent pas de pigment 
diffusible. 


Nous avons ainsi pu réunir 186 souches. Elles présentent toutes 
un certain nombre de caractéres communs. Outre ceux qui ont 
servi a les sélectionner, on peut retenir les suivants : pousse a 
37°, polymorphisme des germes, formes courtes, coccoides, 
formes longues méme filamenteuses, mélées ou non dans une 
méme culture, existence de chainettes courtes de cocci ou de 
coccobacilles sur les milieux liquides, colonies convexes souvent 
muqueuses, pas d’acidification de divers sucres (lévulose, saccha- 
rose, maltose, tréhalose, mannitol et lactose 4 la concentration 
de 1 p. 100), pas de formation d’indole ni d’hydrogéne sulfuré, 
réactions du rouge de méthyle et de Voges-Proskauer négatives, 
pas de pousse en eau peptonée a 6,5 p. 100 de ClNa ni sur milieu 
de Chapman, pousse sur milieu de Kristensen-Kauffmann et sur 
milieu de Pike solide utilisé normalement pour la culture des 


streptocoques, enfin test des oxydases négatif et présence d’une 
catalase. 


A ces 186 souches personnelles nous avons joint, a titre de 
comparaison, 28 souches de provenance extérieure, présentant 
les mémes caractéres que les nétres : 10 souches de Bacterium 
anitratum (M™° Erna Lund, Copenhague), 5 souches de Mima 
polymorpha et 6 souches de Herellea vaginicola (Miss Elizabeth 
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O. King, Chamblee), 1 souche de Neisseria winogradskyi (D* 
Lemoigne, Paris), 5 souches de Diplococcus mucosus (H. P. R. 
Seeliger, Bonn), 1 souche de B. anitratum var. saponiphilum 


Nos propres souches avaient é!é isolées des produits patholo- 
giques suivants 
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Y sont jointes : 5 souches isolées d’eau de boisson. 


RESULTATS. 


Les techniques et les milieux utilisés pour cette étude sont 
décrits en détail dans Ja these de Suzanne Chassignol [8]. Il serait 
trop long de les reprendre ici. 


Tous les caractéres décrits ci-déssus ont été concordants pour 
toutes les souches quelle que fit leur provenance. Les autres tests 
ont montré des réactions différentes. En premier heu un certain 
nombre de souches sont capables d’acidifier les milieux contenant 
les sucres suivants : glucose, galactose, xylose, arabinose, dex- 
trine et lactose (a la concentration de 10 p. 100). Le glucose est 
toujours acidifié sans production de gaz. La présence ou non de 
cette propriété glucidolytique permet donc de diviser ces germes 
en deux groupes : les non glucidolytiques, qui se rapprochent 
des Alcaligenes immobiles et correspondent a la description de 
Moraxella lwoffi d’Alice Audureau [2] et de Mima polymorpha 
de De Bord [8], les glucidolytiques qui se confondent avec Bac- 
terium anitratum de Schaub et Hauber [22], B5W de Stuart [25], 
Herellea vaginicola de De Bord [8], et Moraxella glucidolytica 
de Piéchaud [20]. 


En étudiant le pouvoir protéolytique, on s’apercoit qu'il est 
encore possible de subdiviser chacun de ces deux groupes en deux 
sous-groupes, suivant que les germes attaquent ou non les pro- 
téines. Pour cela, nous avons recherché leur action sur la gélatine 
(méthode de Frazier), sur la caséine (gélose 4 30 p. 100 de lait 
écrémé), sur le sérum coagulé (milieu de Loeffler) et sur l’ceuf 
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coagulé. Toutes les souches qui hydrolysent rapidement la gélatine 
attaquent aussi les autres protéines (a part quelques exceptions 
n’intéressant qu’un seul milieu sur les quatre utilisés). Toutes 
les souches n’hydrolysant pas la gélatine en quatre jours sont 
sans action sur les autres protéines (quelques souches attaquent le 
milieu A l’ceuf plus ou moins rapidement). 


Ce caractére protéolytique parait trés important. Il est constant 
pour une méme souche. Quelques-unes des nétres isolées depuis 
plus de cing ans le conservent encore intact. Il est donc tout a 
fait légitime d’accorder leur autonomie a de tels germes, comme 
Piéchaud [24] le premier l’avait suggéré. 


‘Les autres tests pratiqués ont fourni des réponses moins homo- 
génes qui ne se recoupent pas tout a fait avec les divisions ou 
subdivisions précédentes. Ils ne permettent pas, en tous cas, de 
créer de nouvelles subdivisions. Une uréase peut étre observée ; 
elle parait plus fréquente chez les souches glucidolytiques, non 
protéolytiques. La pousse sur le milieu au citrate de Simmons, 
méme sans alcalinisation du milieu, est assez constante surtout 
pour les souches protéolytiques (1 seule exception sur 38 souches). 
La pousse sur le milieu S.S. (Salmonella-Shigella) est plus 
facile pour les souches glucidolytiques, surtout si elles sont aussi 
protéolytiques. L’action sur le lait (lait écrémé, additionné de 
20 ml de solution au 1/500 de rouge de phénol par litre) est trés 
variable : les souches afermentaires le coagulent rarement, mais 
lalcalinisent trés souvent ; les souches glucidolytiques le coagu- 
lent et Vacidifient le plus souvent (surtout si elles sont protéoly- 
tiques). L’hémolyse sur gélose a 5 p. 100 de sang de cheval est 
presque constante, puisque seules 6 souches ne se sont pas mon- 
trées hémolytiques aprés quatre jours d’observation ; sur le milieu 
de Pike solide au sang de cheval, l’hémolyse est souvent plus 
rapide a se manifester et seules 4 souches n’hémolysent pas en 
quatre jours. Sur milieu de Bordet-Gengou a 20 p. 100 de sang 
de mouton, peu de souches sont hémolytiques, mais toutes bru- 
nissent ou noircissent le milieu. L’hémolyse de nos souches sur 
ces trois milieux a parfois montré autour de la colonie, des zones 
alternées d’hémolyse, séparées par des bandes de milieu intact 
et formant de véritables cocardes. 


L’ensemble des caractéres observés pour toutes nos souches 
concorde avec ceux donnés par les différents auteurs suivants : 
Mary-Ann Aiken {4], Brooke (7), Ferguson [40], Linzenmmeier [46], 
Liitz (47), Piéchaud [20, 24], Simpson [24], Isabelle Schaub [22] 
et Vassiliadis [26], qui ont étudié un grand nombre de souches 
de provenances diverses, surtout d’urines, d’expectorations, de 
L. C.-R., de pus, etc. 
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Discussion. 


La parenté de ces germes avec les Morazella telles que les 
a définies Lwoff [48] est évidente sur le plan morphologique. C'est 
naturellement dans cette voie qu’Alice Audureau [2] décrivit des 
souches afermentaires sous le nom de Morazella lwoffi et que 
plus tard Piéchaud {20} ajoute les souches saccharolytiques qu’il 
nomme Moraxella glucidolytica. Henriksen [44], en 1952, estime 
que ces deux espéces sont fort différentes de M. lacunata et de 
M. duplex par leurs caractéres culturaux, qu’il est difficile de les 
éliminer du genre et que des études complémentaires sont néces- 
saires. Puis, en 1960, le méme auteur [42] les élimine du genre 
Moraxella. Cependant les études de Murray et Truant [19], en 1954, 
sur la structure des diverses Moraxella confirmaient les grandes 
analogies entre les souches de Lwoff et celles d’Alice Audureau 
et de Piéchaud. Ces auteurs pensaient que toutes pouvaient coexis- 
ter dans le méme genre. Les résultats du test des oxydases pou- 
vaient permettre de les distinguer les unes des autres, comme l’a 
montré Piéchaud {24}. 


D’un autre coté, Videntité de M. lwofft avec Mima polymorpha, 
puis de M. glucidolytica avec Bacterium anitratum, B5W, Herel- 
lea vaginicola a été confirmée par Ewing [9], Piéchaud [20], Hen- 
riksen [14], Brisou [4]. Enfin, Seeliger [23] signale en 1953 que les 
bactériologistes allemands actuels décrivent sous le nom de Diplo- 
coccus mucosus des germes analogues a B. anitratum, mais aussi 
des souches afermentaires qui correspondent 4 M. lwofft. Il 
conseille de réunir ces derniéres a l’espéce Alcaligenes metalca- 
ligenes. Diplococcus mucosus isolé de méningites purulentes, a 
été décrit en 1906 par von Lingelsheim [45]. La description de 
ses caractéres est pauvre et il est impossible d’y reconnaitre 
les germes qui nous intéressent ici. D’ailleurs, Véron [27], en 1959 
change le nom D. mucosus en celui de Neisseria mucosa, ce 
qui est tout a fait logique. 


Comme le constataient Murray et Truant, s’il est facile de dire 
a quel groupe n’appartiennent pas les Morazella, il devient tres 
difficile de savoir 4 quel groupe les rattacher. S’il s’agit des 
seules espéces admises par Lwoff, puis par Henriksen, l’appar- 
tenance a la famille des Parvobacteriaceae ou des Brucellaceae 
est conservée par le Bergey’s Manual. Les autres espéces sont 
plus encombrantes. Brisou {5}, dés 1953, propose de les joindre 
au genre Achromobacter, puis, en 1954, le méme auteur [6] crée 
le genre Acinetobacter qui réunit les espéces immobiles du genre 
Achromobacter. A plusieurs reprises, Brisou a précisé la nomen- 
clature des Acinetobacter et les quatre groupes de nos germes 
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(afermentaires protéolytiques et non protéolytiques, glucidolytiques 
protéolytiques et non protéolytiques) s’y retrouvent sous divers 
noms d’espéces. Il n’est malheureusement pas possible de suivre 
entiérement le point de vue de Brisou. Son genre Acinetobacter 
comprend des espéces anaérobies facultatives et aérobies strictes, 
indologénes ou non, réductrices ou non des nitrates, productrices ou 
non d’H,S, etc. Leur seul point commun semble en réalité l’impos- 
sibilité de les classer dans d’autres groupes de bactéries. Klinge 
(48, 14], en 1958, puis en 1959, considére le genre Acinetobacter 
comme superflu, mais range M. lwoffi dans le genre Alcaligenes 
et M. glucidolytica dans le genre Achromobacter. 


Nous pensons quant 4 nous que, du moins provisoirement, ces 
deux espéces doivent rester dans le genre Moraxella, mais nous 
estimons que les variétés protéolytiques peuvent étre transformées 
en espéces. Le test des oxydases permettant de reconnaitre deux 
groupes dans les Morazella, il serait peut-étre souhaitable de 
créer une nouvelle tribu Morazelleae groupant les Morazella de 
Lwoff qui sont oxydase-positives et un autre genre Mima ou 
Herellea, par exemple, comprenant les germes que nous étudions 
ici et qui sont oxydase-négatifs. 


Dans l|’état actuel des choses nous pourrions reconnaitre dans 
le nouveau genre, ou tout au moins dans le groupe II des 
Moraxella de Piéchaud [24] qui sont oxydase-négatives, les quatre 
espéces suivantes, en respectant les régles d’antériorité : 


Non glucidolytiques : 


non protéolytiques : Moraxella (provisoire) lwofft ; 
protéolytiques : Morazella (provisoire) caseolytica (nov. sp.). 


Glucidolytiques : 


non protéolytiques : Moraxella (provisoire) vaginicola. 

protéolytique : Moraxella (provisoire) saponiphilum (sauf si 
les souches décrites par Eva Billing n’étaient reconnues 
que comme une variété résistante aux savons). 


CONCLUSIONS. 


De notre étude et de la discussion qui a suivi, il est prématuré 
de tirer une conclusion définitive. Les travaux doivent se multi- 
plier pour apporter des arguments complémentaires importants, 
qui permettront peu a peu d’aborder les véritables problémes de 
classification qui ne sont encore qu’ébauchés pour de tels germes. 
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RESUME. 


Description de nombreux caractéres bactériologiques de 
214 souches classées comme Morazella lwoffi et Moraxella glu- 
cidolytica ; 186 ont été isolées par les auteurs et sont comparées 
a 28 souches fournies par d’autres chercheurs. Les caractéres 
essentiels permettent de reconnaitre quatre groupes : les souches 
afermentaires d’une part et les souches glucidolytiques de l’autre, 
chacune pouvant 4 nouveau étre subdivisée en souches protéo- 
lytiques et en souches non protéolytiques. Leur classement dans 
le genre Morazella, créé par Lwoff, revét un caractére provisoire. 
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